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I GEシリーズの発刊にあたって
地球上の環境は,今,かつてない大きな問題に当
面しております｡世界各地で進行している生態系の
急速な変化のなかには,人間生活に深刻な影響をも
たらす可能性のあるものが,多数含まれています｡一
方,人間の活動が宇宙空間へと拡がるにつれ,地球
外生態系の構築が,新しい課題として登場しつつあ
ります｡生態系の崩壊を防ぎ,より豊かな環境を創
造するための科学的努力が,今日ほど強く求められ
ている時はありません｡
本研究センターは, DNA分子技術を中心に遺伝
子的段階にまで到達した生物研究の諸成果を生か
し,生態系における生物の生活を一層深く解明し,
新たな人間環境の創造に貢献することを目指してお
ります｡いうまでもなく,この課題はきわめて学際
的であり,多分野の研究者との相互交流と協力に
よって,はじめて達成されるものであります｡本研
究センターでは,ワークショップによる研究者間の
討論と意見交換を重視するとともに,その成果をよ
り多くの方々にご利用いただく出版活動にとり組ん
でおります｡ここに発刊しますIGE(Institute of
Genetic Ecologyの略)シリーズも,こうした努力
の一環であります｡
本シリーズの内容は,多岐にわたる可能性をもっ
ておりますが, 3つのタイプに大きく類別されるだ
ろうと考えております｡すなわち, (i)特定のテー
マ,又はトピックについての解明に関するもの(*
印を付します), (ii)特定のテーマ又はトピックに
関する最新の文献,実験法の紹介に重点をおくもの
(* *印),そして(iii)新しい可能性を求める学際的
交流,対話を試みるもの(***印)であります｡
このIGEシリーズが,多方面の方々のお役に少し
でも立つことを願って,発刊の辞とします｡
1996年12月
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南　沢　　　究
近年,生命科学と情報科学の学際化およびインターネット･データベ-
スの進歩は目覚ましいものがあります｡また,生命の本質は遺伝子という
情報の広がりであり,生物学に情報概念は必須であります｡本遺伝生態研
究センターは, ｢生態系における種の生活の遺伝的基礎｣を明らかにするこ
とを目標にして活動しています｡近年の情報科学と生命科学の進歩を遺伝
生態に積極的に取り入れ,さらに本センターが目指してきた野外生物から
ではなくては探りあてられない真理の探求を, ｢遺伝生態情報｣とういう新
領域を開拓することによってさらに前進させたいと考えております｡
そこで,こうした目標に沿うものとして,今回のワークショ■ヅプ｢遺伝
生態情報の可能性｣を企画しました｡ワークショップを企画するに当たっ
て,生物多様性のカタログ化,遺伝情報伝達のダイナミズム,ゲノムサイ
エンスという3つの柱を立て,以下のような内容の具体化と整理を試みま
した｡
1)生物多様性のカタログ化と遺伝生態情報
生物は種分化や種内変異などにより生物多様性を生み出すことによっ
て,環境に適応してきました｡近年,情報ネットワークは生物の分類･系
統保存体制の整備などに活用されるとともに,地圏などにおける生物多様
性の研究においてもカタログ化またはデータ-ベース化する動向がありま
す｡また,最近のインターネットとWWW (WorldWideWeb)の便利な
情報提供･利用の普及によって,分散している生物データ-ベースをイン
ターネット等を利用して統合化する方向が指向されています｡ここでは,
2遺伝資源の保全と生物多様性研究への寄与という側面から遺伝生態情報と
いう新領域を考えます｡
2)遺伝情報伝達のダイナミズム
生物多様性を生みだす原動力である適応進化には選択的変異,遺伝的組
換え,転移因子などが深く関与します｡ここでは,組換えおよび転移因子
による遺伝子再編成と遺伝子伝播などの遺伝情報伝達のダイナミズムとい
う側面から遺伝生態情報を考えます｡
3)ゲノムサイエンスと遺伝生態情報
最近,中小のゲノムサイズを持つ実験モデル生物(Mycoplasma
genitalium, HaemoPhilus injluenzae, Synechocystis, Saccharomyces, Meth-
anococcus)を対象としたゲノム全シークエンス解析がバクテリアやラン
藻などの原核生物から真核生物(酵母)まで次々に発表され,今後も各種
の生物のゲノムシークエンスが次々に明らかにされて行くことは間違いあ
りません｡ゲノムシークエンス解析の目的は,大量の未知遺伝子の機能解
析,遺伝子相互のコミュニケーション,ゲノムの設計原理の解明などです
が,いずれも生物の環境適応･進化の分子論的理解に重要であると同時に,
今後,生物学のアプローチを一変させてしまう可能性があります｡ここで
は, (1)実験モデル生物の全シークエンスから何が分かるのか, (2)生物
多様性を視野に入れた環境微生物や植物の分子生物学の研究にどのように
関わってくるのか, (3)遺伝生態の研究との接点は何か,などについて考
えます｡
上述のどの課題一つとってみましても,大変大きな課題であります｡今
回は,それら全体を｢遺伝生態情報｣の領域と見なし,どこに｢遺伝生態
情報｣出発点や可能性があるかを考えました｡これらの成果をより多くの
方々お伝えするのを願って, IGEシリーズ本号を出版するものでありま
す｡
MAFFジーンバンクにおける微生物
遺伝資源の探索･収集,多様性解析
及びカタログ化
加　来　久　敏
は　じ　め　に
バイオテクノロジーの発展に伴い,また,生物の多様性保持や環境保全
といった観点から,微生物遺伝資源が注目を集めている｡
人類のこれまでの自然開発と環境破壊の結果,野生生物種の減少が深刻
な問題となっており,西暦2000年までに全体の10ないし15%の種が絶
滅すると予想されている｡その国際的な対応の一つとして,1992年6月,ブ
ラジルで開催された国連環境開発会議(地球サミット)で,地球上の多種
多様な生物の保護と利用に関する｢生物多様性条約｣が締結され1993年
12月に発効している｡この条約は生物多様性を地球規模で保全すること
と,その合理的な利用及び持続可能な開発の促進を目的としている｡微生
物もこの例外ではない｡
今日,微生物は農業との直接的な関わりだけでなく,地球環境をはじめ
とする各種環境問題解決の有力な手段として注目されている｡環境保全型
農業や持続型農業というように,今後の農業のあり方は生態系を重んじた
環境調和型の農業であろす｡環境汚染を招いた従来の農薬及び肥料投入型
の農業に代って,生物防除や生物肥料の有効利用が期待される｡さらに,地
球規模で環境保全が叫ばれている今日,微生物の多様な分解,合成,濃縮
の能力を活用して環境保全技術を開発してゆくことが必要である｡
このような背景を基に,昭和62年に開始された微生物遺伝資源事業の
農業生物資源研究所
4一環としてスタートしたMAFFジーンバンク微生物部門は微生物の多様
性研究に欠かせない多数の微生物株を収集･保存し,微生物株及びそれら
に関する情報を提供する体制を取っている｡さらに,日本微生物資源学会
(JSCC,元日本微生物株保存連盟)及び世界微生物株保存連盟(WFCC)に
加盟し,カルチャー･コレクション,即ち,微生物株保存機関としての機
能を高めてきた｡
ここでは,このMAFFジーンバンク事業としての微生物遺伝資源の収
集･保存,特性評価,データ-ベース化,カタログ化を紹介するとともに,
その意義について論じたい｡
1. MAFFジーンバンクとは
MAFF (農林水産省)ジーンバンクは植物,微生物,動物,林木,水産
生物の5つの部門から構成され,事業は1985年に開始している｡さらに,
時代の要請に伴い, 1993年よりDNAバンクがこれに加わっている｡これ
らのうち,植物,動物,微生物, DNAの各部門は農業生物資源研究所がセ
ンターバンクとしての機能を持っている｡これら各部門で,国内外より遺
表1農林水産省微生物ジーンバンク組織
センターバンク　　　　サブバンク(関連研究室数)　　　j-1要微fJ三物種析
農業生物梁源
研究所(3)
(NI AR)
&業研究センター　　　　(9)植物病原菌,植物ウイルス
農業生物資源研究所　　　(9)微生物全般
農業環境技術研究所　　　(6)土壌微生物,環境微生物
産拭験場　　　　　　　(2)軌物関連微生物
草地試験場　　　　　　　(3)土壌微生物,植物病原菌
鮒試験場　　　　　　　(7)植物病原菌
野菜･茶菓試験場　　　　(5)植物病原菌
糸･昆虫農業技術研究所(2)昆虫病原菌
家畜衛生試験場　　　　　　81)動物病原菌
食品総合研究所　　　　　(10)食品微生物
国際農林水産業研究センター(2)植物病原菌.根粒菌
森林総合研究所　　　　　(6)キノコ頬,土壌微生物
中央水産研究所　　　　　(1)水産微生物
軽殖研究所　　　　　　　(1)水産微生物
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伝資源を探索･収集,分類･同定,特性評価,増殖･保存を行い,さらに
遺伝資源及びその情報を国立研究機関のみならず,大学や民間等に広く提
供することを目的としている｡
このようにMAFFジーバンク事業の一環として始まった微生物遺伝資
源事業であるが,多種多様な微生物を収集,評価,保存していくため,中
核的機能を有するセンターバンクとそのネットワーク･メンバーである13
のサブバンクで事業を推進する体制をとっている(表1)｡さらに,平成5
年度からの第2期事業には,国際農林水産業研究センターが新たにサブバ
ンクとして参画している｡
これらのサブバンクで収集される微生物は農業研究センターでは植物病
原微生物や天敵微生物,農業生物資源研究所ではバイテク関連微生物,香
糸･昆虫農業技術研究所では蚕及び桑の病原微生物,食品総合研究所では
食品微生物というように研究機関の機能を反映している｡このように,本
事業における収集では当然農業関連微生物全般がその収集対象となってお
り,それと同時に微生物遺伝資源としてできるだけ多種多様な微生物を収
集する方向を打ち出してきた｡
微生物株保存機関の主な役割は,過去,現在および将来の潜在的重要性
を持つ全ての種類の微生物ならびにそれに係る情報を保管する機関として
活動することであり,それによって微生物学の全体を支える資源と情報を
兼ね備えたセンターが確立され,国内のみならず,国際的なネットワーク
が形成される｡
2. MAFFジーンバンクにおける微生物遺伝資源め探索･収集
及び保存
(I) MAFFジーンバンク事業としての探索･収集
MAFFジーンバンク事業における収集微生物は自明のことながら,農
業関連微生物である｡しかしながら,間接的に農業に関連している微生物
も数多く含まれるので,実際には非常に幅広い探索･収集が行われ,その
結果,多様な微生物が保存されている｡
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8微生物は植物や動物と比較して目に見えることが少ないため,植物や動
物のように種の保全という概念形成は不十分のようである｡しかも,現存
する微生物の総数は記載されたものよりはるかに多く,実数としては少な
くともその10倍であろうと推測されている1)｡さらに,分離が不可能な微
生物が非常に多いことを考慮すると,さらに多数の微生物種が存在するこ
とになる｡
微生物は寄生や腐生生活を行い,その生活は温度,湿度,さらには土壌,
植物･動物等生物などの環境に依存している｡したがって,微生物を遺伝
資源として考えた場合,遺伝子源としては異なった環境下にある微生物を
探索･収集した方がより大きな多様性が期待できる｡これは例えばイネの
育種において病害抵抗性品種を育成する場合,外国稲を抵抗性の遺伝子源
として用いるようなものである｡このような意味から,微生物の海外にお
ける探索･収集は非常に重要な活動と言えるであろう｡
農林水産省における微生物遺伝資源事業では,サブ･バンクによる通常
の微生物株の収集の他,微生物遺伝資源事業の一環として海外及び国内探
索による重点的な探索･収集が行われてきた4)0
海外探索では1996年までの10年間に12隊が派遣された｡それらの海外
探索を年次ごとにまとめたのが表2である｡
この表から明らかなように,対象微生物は共生微生物である窒素固定菌,
病原微生物であるいもち病菌,食品微生物,食用きのこ,特殊環境微生物
などであり,対象地域としてはタイがもっとも多く4隊を占めている｡こ
れら海外における探索･収集により1991年度までに集められた菌株は合計
449株である｡また,その内訳は細菌288株,酵母25株,糸状菌135株,磨
虫1株であった｡これらの海外探索によって収集された微生物は特性評価
された後,センターバンクに登録されて窒素固定微生物などは配布の対象
となっている｡
一方,国内探索ではこれまで27隊が派遣されており,各地で探索･収集
が行われてきた(表3)｡これら国内探索によっては植物及び動物の病原微
生物,食品微生物,天敵微生物など生物防除用微生物,マイコトキシン産
生菌,薬剤耐性菌,特殊環境微生物,食用キノコなどが探索･収集され計
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1,440株が収集されている｡その内訳は細菌231株,酵母24株,糸状菌1,
178株,ウイルス7株である｡国内探索により収集された微生物株は海外
探索の場合と同様に特性評価された後,大部分がセンターバンクに登録さ
れている｡
これら海外及び国内探索におけるその日的,概要,収集成果,収集菌株
の特性の調査結果などは｢微生物遺伝資源探索収集報告書｣ (1-7巻)に詳
細にまとめられている9)0
(2)カルチャー･コレクションと多様性保全
MAFF微生物遺伝資源事業の特色としては,その設立の経緯と組織から
農林水産関連微生物を対象として,収集･保存する微生物種が多岐にわ
たっていることと,単に有用な微生物というだけでなく遺伝資源として多
様な微生物が収集･保存されていることが挙げられる｡
カルチャー･コレクションの微生物の多様性への寄与は第一に多様性研
究の材料の提供であり,第二に多様性の部分的保持である｡
後者については, MAFFジーンバンクに保存されている微生物株は農
林水産業に関する研究材料として収集された微生物株のコレクションであ
るため,自然界の微生物種の多様性を映し出すにはほど遠い状況にある｡し
かしながら,有用な特性を持った微生物株やその潜在的能力を有する微生
物株を特性調査し,長期保存するとともに,それらを広く提供することは
学術上だけでなく,産業などにおいても意義ある事業である｡
生物学的多様性の保全方法としては,本来の棲息場所における保全と
ジーンバンクやカルチャー･コレクションにおける保全が考えられるが,
微生物にあっては後者の果たす役割はきわめて大きいと言える｡
ところで,地球環境の変化あるいは自然破壊に伴う微生物生態系への影
響が予想される今日,これからの微生物遺伝資源の保存形態の一つとし
て,単に純粋分離された微生物のみならず,それらの本来の生息環境その
ものを保存する,いわゆるin situ conservationの考えを取り入れる動き
もある｡しかしながら,植物や動物と異なり,微生物のほとんどは肉眼で
見えないため,その生存調査はじめ生態調査は困難を極め,また,微生物
相は多くの要因によって容易に変わり,例えば同じ水田土壌ではあっても
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その微生物相は多様である｡したがって,カルチャー･コレクションや研
究室における保存の重要度が高い｡
さらに,微生物は分離し,純粋培養が可能なものも多く,また,細菌,放
線菌,糸状菌及び酵母については,長期保存法が確立されているものも多
い｡純粋培養後,長期保存できるものについては,利用の面からもそうす
ることが望ましい｡また,微生物は植物の種子保存や生体保存に比べて省
スペースが可能である｡したがって,本来の生息場所で保存することも重
要であるが,微生物遺伝資源の利用のためにはカルチャーコレクションの
存在意義がますます大きくなるであろう｡また,微生物にあっては学術上,
産業上のみならず地球環境保全に重要な役割を果たしている微生物種の保
護という観点から収集･保存を捉え直す必要がある｡
3･ MAFFジ-ンバンクにおける微生物の多様性解析
微生物の多様性とは種の多様性であり,生態的な多様性であり,また機
能の多様性である｡生物界における微生物の位置は歴史的にも生物の大部
分を占めると同時に生物ニッチにおいてもきわめて多様である3)0
微生物は｢きのこ｣や｢かび｣などのように肉眼的に観察可能なものも
あるが,大部分は光学顕微鏡,あるいは電子顕微鏡でしか見ることができ
ず,しかも,そのような徴小さに加えて,形態が単純であること,有性生
殖も高等生物のように一般的でなく,しかもその内容を異にしているた
め,微生物の種の概念は必然的に明確さを欠いたものとなりやすい｡また,
そのため分類･同定がきわめて困難な生物群である｡このような特質から,
存在が明らかにされた微生物の数よりも,潜在的に存在する微生物の方が
はるかに多い1)0
特に,農林水産における微生物研究は単に種のカタログだけでなく,種
以下のレベルの分類や特性評価がきわめて重要である｡例えば,植物病原
微生物で言えば,種以下では細菌で病原性を異にするpathovarや生理的
性質を異にするbiovarなどが存在し,糸状菌ではformaspecialisなどが
存在する｡さらに,細菌のpathovar以下のレベルでも作物の品種に対する
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病原性を異にする多くのグループが存在するのが普通である｡例えば,育
種家がある病原に対する抵抗性品種を育成したとする｡それでは,その病
害の問題は解決したかというと,そうではない｡数年すると,その品種を
侵す新しいレースが出現するのが普通だからである｡共生でも同様であ
る｡マメ科植物の根粒菌はマメであればどれでも共生出来るかというとそ
うではなく,マメの種あるいは品種を選ぶのである｡
このように,単に種のみでなく,多様性解析も亜種, pathovar,血清型,
レース等多種多様である｡
MAFFジーンバンクでは, 1次特性評価(分類･同定に必要な特性)は
従来の形態的及び生理的性質を重視した方法に基いて行われている｡しか
しながら,近年の化学分類の発達により,形態的特徴に乏しい細菌や酵母
では新しい分類法が試みられている｡特に分子生物学の発展により,核酸
や生体情報分子に基礎を置いた分類法の開発が進んでいる｡そこで,細菌
では乳酸菌や根粒菌を中心に16SrRNAのシークエンスによる分類を行
れ,その結果,乳酸菌では16SrRNAの1220から1377位のシークエンス
は供試した菌株の菌種で異なっており,また,同一菌種に属する亜種では
すべて同一のシークエンスであることが明かとなった7)｡また,･1243から
1246位及びその相補的部位には種々の菌属に特徴的なシークエンスがみ
られた｡根粒菌においても, 16SrRNAシークエンスは種レベルで異なっ
ていた｡このように乳酸菌や根粒菌は菌種により固有の16SrRNAシーク
エンスを有することから,これら種レベルでの同定には非常に適している
ことが明かとなった｡
これら種以下の細分類はレースやpathovarの場合,通常,病原性に基い
て行われる｡そこで,これらpathovarやレースの迅速かつ簡便な識別･同
定法として, RFLP (制限酵素断片長多型)解析が行われてきた｡
pathovarの識別･同定への試みとしては,非放射性フォトビオナンで標
識した大腸菌のrRNA (16S+23S)をプローブとし, Pseud()m()nas属及び
Xanth()m()nas属に属する各種pathovarを供試して,抽出･精製した全
DNAのHindIII断片についてRFLP解析を行った結果,それぞれの種に
特異的なパターンを示し,さらに各pathovarに特異的なバンドによって
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相互の識別が可能であった5)0
レースの場合,判別品種に接種して判定するのであるが,この作業には
判別品種の栽培,接種,発病調査など多大な労力と時間を要するoそこで･
ィネ白葉枯病薗xanthomonas owzae pv. 07γZaeをモデルとして, RFLP
によるレース判別システムの構築を試みた｡本細菌によって引き起こされ
るイネ自棄枯病はとくに熱帯でイネの最重要な病害の一つとして知られて
ぉり,我が国はもとよりアフリカ,ラテン･アメリカ,オーストラリアな
ど世界の稲作地帯に広く分布しているoプローブとしては高頻度反復配列
を含むイネ自棄枯病由来のDNA断片を用いたoその結果,各レースの代表
菌株はEcoRI, BamHIおよびm'ndIIIのいずれの制限酵素によってもそ
れぞれのレースは特異的なパターンを示した5'｡また,同一レースに属す
る多数の菌株を供試して, RFLP解析を行った結果,それらはさらにパ
ターンによりいくつかのサブグループに分かれたが,異なるレース間では
パターンの重複は認められなかった(図1).
さらに,センターバンクを中心として根粒菌,イネ自棄枯病菌,ナス科
図1.プローブpJELIOlを用いた日本産およびインドネシア産イネ白菜枯病菌
xanthomonas owzae pv. oqZae各レースの代表菌株のサザンプロット解
析. (A) EcoRl, (B) HindIII, (C) ClaIl
l. TT174 (E]本産レースⅠ)　　　　2･ T7147 (E]本産レースII)
3. T7133 (日本産レースIII)　　　4･ H75373(日本産レースIV)
5. X｡-7435(インドネシア産レースⅠⅤ) 6. H75304(日本産)
7_ Xo17306(インドネyア産レースⅤ) 8･ H8584 (E]本産レースVII)
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植物青枯病細菌などで遺伝子解析による多様性の解析が進んでいる｡
これらの中で,イネ白葉枯病菌X. 07yZae pV. 07yZaeを例に取ると,こ
れまで,海外及び国内探索探などにより,現在, 498菌株が収集され,アク
ティブ･コレクションとして保存されている｡海外ではフィリピン,イン
ド,ネパール,マレーシア,ミャンマー,インドネシア,バングラデッシュ,
タイ,スリランカ,中国産菌株が収集･保存されている｡
これらはイネの判別品種に接種して, 28の病原性の異なるグループ
(レース)に細分類された8).
さらに,収集菌株をレース判別と同様,イネ自業枯病菌由来の高頻度反
復配列を含んだDNA断片をプローブとしてRFLPにより遺伝的多様性
を解析した結果,さらに多数のサブグループに分類され,各国産の菌株は
それぞれ,その国独自のパターンを示すことが明らかとなったoさらに,遺
伝生態学的観点から,レースの分化機構,イネ品種との共進化といった視
図2.ダイズ根粒菌の根粒形成遺伝子(common nod-gene)のRFLPパターン
(Yokoyama et al13))
1. USDAllO (米国産) Bradyrhizobium japonicum
2. USDA31 (米国産) By.adyrhl'zobium elkanii
3. TARCl12 (タイ産)
4. TARC42　(タイ産)
5. NIAES3175 (日本産) Bradyrhl'zobium japonii;um
6. TARC86　(タイ産)
7. TARC113 (タイ産)
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点から,収集菌株を供試した研究が展開されている｡
同様に,マメ科植物根粒菌についても我が国だけでなく,海外ではタイ
を中心として,インドネシア,フィリピン,インド,マレーシア,中国か
ら採集されている｡それらの収集菌株を根粒形成遺伝子によりRFLP鰐析
を行った(図2)｡その結果,従来の種には含まれない,新しい系統が兄い
だされた13)｡本系統は熱帯固有菌で,東南アジアに広く分布する優占種で,
温帯では兄いだされなかった｡
このように,重要度の高い微生物種については,各種特性が調査されて
おり,それらのデータ-ベース化が今後の課題となっている｡
4. MAFFジーンバンクにおける微生物遺伝資源の保存とカタ
ログ化
MAFFジーンバンクでは,探索･収集されたり,寄託された微生物株は
原則としてセンターバンクで一元的に保存を行っている｡ 1996年3月にお
ける微生物種類ごとの保存点数は表4のとおりである｡
それらは,微生物種に応じた長期的かつ安定的な保存方法が適用される｡
保存に当たっては生存だけでなく,諸特性を完全に保持することが重要で
ある｡諸特性とは病原性,寄生性,共生性,括抗性,物質生産性,物質分
解能,窒素固定能,薬剤耐性,栄養要求性などである｡長期保存法として
は細菌･放線菌では真空凍結乾燥法,酵母では真空凍結乾燥法もしくはL一
乾燥法,糸状菌では液体窒素を用いた超低温保存法を基本としている12)0
遺伝資源は微生物株に限らず,いずれも収集,保存しただけでは不十分
で,それに係る諸特性を明らかにした上で,それらの情報を一元的に把捉･
整理し,データベース化して遺伝資源としていつでも情報を含めて提供で
きるように整備しておく必要がある｡
MAFFジーンバンクにおける微生物遺伝資源は3つのカテゴリーに区
分されて保存管理されている｡すなわち,省内の研究機関(サブバンク)の
研究用もしくは一時保存のための菌株であるワーキングコレクション,こ
れを遺伝資源保護のためにセンターバンクに移管し,長期的に保存される
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表4. MAFFジーンバンクにおける微生物遺伝重源の保存状況(1995)
微生物種類　　　　　　アクティブ
コ　レク　ショ　ン
細菌　　　　　　　　　　4,2　84
放線菌　　　　　　　　　　　　74
#@　　　　　　　　　　　　1 1 1
###　　　　　　　　　6,54　9
植物ウイルス　　　　　　　2　6　2
動物ウイルス　　　　　　　　　3 1
ファーシ　　　　　　　　　　　　1 0
ファイトプラズマ　　　　　　2　4
マイコプラズマ　　　　　　　4　0
リケッチア　　　　　　　　　　　1
培蓑細胞　　　　　　　　　　　　0
原虫　　　　　　　　　　　　　　　8
*&　　　　　　　　　　　　　　0
ヘ-ス　　　　　　ワ-キング　　　　　合計
コ　レクショ　ン　　コ　レクショ　ン
5　7　20　　　　9,6　2　7　　　　1 534　7
1 9 1　　　　　　8 1 5　　　　　　1 0　0　6
5　0　2　　　　　　　5　5　0　　　　　　1 0　5　2
,097　　　2 1.095　　　　30 1 92
3　9　0　　　　　　　8　2　5　　　　　　1 2 1 5
1 4　6　　　　　　　3　4　8　　　　　　　4　9　4
1 2　　　　　　　　　0　　　　　　　　1 2
2　4　　　　　　　　2　6　　　　　　　　　5　0
6　0　　　　　　　3　7 1　　　　　　　4　3 1
3　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　7
2　7　　　　　　　　1 5　　　　　　　　　4　2
6 1　　　　　　　　3　5　　　　　　　　　96
1 2　9　　　　　　　3　4　2　　　　　　　4　7 1
合　　　　計　　　1 1,394　1 6,362　　　34,053　　　50.4 1 5
るが配布の対象とはしないベースコレクション,および,要求があれば配
布の対象として中～長期的に保存されるアクティブコレクションである｡
一方,これらの遺伝資源としての微生物株に係る情報として管理されて
いるものは,大きく分けて,来歴情報(パスポートデータ),特性情報デー
タおよび在庫データの3種類に分類される｡
登録された個々の微生物株に係る各種情報はすべて株とともに提出され
るデータシート(1996年4月改訂)に基づいてセンターバンクのコン
ピューターに入力されデータベース化される｡データシートには3つの微
生物種類(一般微生物,細胞融合微生物,培養細胞)のそれぞれについて,
来歴･取扱に関するシートと特性に関する2種類のシートがある｡来歴情
報に関係するシートには菌株番号(MAFF登録番号),学名,分離源,採集
也,採集年月日,同定者氏名,寄託者の住所,増殖や保存に関する事項,煤
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存機関への寄託の有無またはその数,および登録株の同定に関連する文献
情報などが記載される｡また,特性に関するシートには病原性,共生性,腐
生性,物質生産性,発酵能力,酵素活性,薬剤耐性,窒素固定能,および
塩基組成等の関連データがそれぞれ特性情報として記載される｡
これら集積される膨大な情報については,順次データベース化が進めら
れる一方,既に蓄積されたものについては情報を整理し,ユーザーのニー
ズに的確に答えるため効率的に情報を管理し, -さらに基本的な情報の提供
を図れるよう,リレーショナルデータベースを利用したシステムが開発さ
れている｡その結果,ユーザーへの情報提供の一つの手段であり,また微
生物保存機関の顔とでも言うべきカタログが作成され,微生物遺伝資源配
布目録(第2版,平成5年10月)として刊行された10)｡さらに,新データ-
ベースの構築を行い,第3版発行を準備中である｡
また,重要な微生物遺伝資源については, ｢微生物遺伝資源利用マニュア
ル｣シリユズとして,推奨菌株,実験法,さらに詳細な菌株情報を提供し
ている6)0
5.おわりに
土1gの中ににはおよそ1,000万ないし1億の微生物がいると言われる｡
その中で生きたまま回収できるのは10%にも満たない｡いずれにしても,
植物や動物などと比べて微生物の場合,科学的に明らかにされた微生物の
種類は,現存種数すらも明確でないという問題がある｡このように微生物
種については現存する全体数を把握することさえも難しいという事実はあ
るものの,土から放線菌が分離され,多くの抗生物質が発見され,人類の
病気との戦いに貢献してきたことからも明らかなように,このことは未利
用の遺伝資源が豊富であることを示唆している｡
しかしながら,生物多様性条約や生物資源ナショナリズムなどにより,
海外での探索･収集が困難になりつつある｡生物多様性条約との関わりは,
微生物だけが特例であるはずがなく,今後, ｢生物多様性｣を考慮した措置
が必要である｡
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そこで,現地との共同研究体制を強化し,相互補填的な観点に立った新
しい探索調査及び収集の形態が模索されている｡その代表的な例が｢アジ
ア地域の微生物研究ネットワークに関する研究｣ (グローバル･リサーチ･
ネットワーク)である｡
本プロジェクトには農林水産省から農業生物資源研究所と森林総合研究
所が参画しており, ｢熱帯根粒菌とマメ科植物の共生の分子機構の解明と
利用｣, ｢農業関連微生物の系統分類及び種の多様性の解析｣及び｢森林微
生物の系統分類学的研究及び種の多様性解析｣の3つのテーマでそれぞれ,
タイにおける根粒菌,中国におけるAgrobacterium属細菌を中心とした
リゾビウム科細菌及び熱帯アジア地域(マレーシア)における糸状菌,マ
レーシア,インドネシア及び中国の木材腐朽菌類,菌根菌類,落葉分解菌
などの糸状菌を対象として,探索収集し,現地の研究機関との共同研究で
系統分類学的研究を行う｡
地球上の生存する微生物のうち,分離できるのも多いが,割合としては
全微生物種のごくわずかで,それらのほとんどは分離不可能と言われてい
る｡したがって,自然界の微生物の多様性を反映したコレクションなど夢
に近いが,もっと体系的な研究に供せられるようなコレクションに近づけ
るような収集及び保存を行わなければならない｡
したがって,微生物にあっては学術上,産業上のみならず地球環境保全
に重要な役割を果たしている微生物種の保護という観点からとらえ直す必
要がある｡
さらに,探索･収集の結果,コレクションが増大すればするほど,それ
らの保存と情報管理が問題となってくる｡
今後の研究課題としてば,在庫管理および来歴情報に係るシステムの更
なるバージョンアップの必要性が挙げられる.また,在庫管理および来歴
情報とは異なり,個々の微生物ごとに取り上げる項目が異なるために一元
化がより困難な特性情報のデータベース化に関するシステムの開発が必要
である｡この面では画像処理など,新しい手法によるコンピューター管理
も考案されている｡定期的にカタログを発行するとともに,さらに,将来
的にはインターネットを利用したオンライン化によって前述したような他
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のカルチャーコレクションあるいは研究機関とのネットワークが図られる
ことによりユーザーへの飛躍的な情報提供が可能となるものと期待され
る｡
さきに述べたように,この地球上には実に多種多様な微生物が存在する｡
そして,環境保全や世界的食糧危機など地球規模の諸問題を考えた場合,
科学技術の発展により生物遺伝資源の利用の可能性がきわめて大きくなっ
ていることも相まって,微生物の探索･収集およびその利用には大きな期
待が寄せられている｡
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実験モデル植物シロイヌナズナの
ストックセンターとデータベース化
後　藤　伸　治
は　じ　め　に
シロイヌナズナ(Arabidopsl's thaliana L. Heynh.)が分子的研究のモデ
ル植物として登場してから約10年が経った1･2)｡この間に,本植物を用いた
研究は,分子生物学の進展に合わせて世界中に広がり,研究者間の相互協
力や情報交換が国際的に行われるようになった｡また, 1990年代になって,
本植物の系統やDNAなどの保存と供給のために, 4つのストックセン
ターが活動を始め,また, 2つのデータベースが公開されるようになった｡
さらに,本植物に関する研究情報の公開,アピール,交換などのために,国
際的なインターネットがWorld Wide Web (WWW)を介して動いてい
る｡また,電子メイルによる情報交換も広がっている｡日本国内にも｢ナ
ズナ｣というメーリングリストが公開されているo　シロイヌナズナについ
ての情報量の増大とともに,我が国においても本植物を用いる研究者の数
が急速に多くなっている｡
本稿では,現在活動しているシロイヌナズナストックセンターとデータ
ベースの概要を紹介し,ごれからシロイヌナズナを用いて研究を始めよう
とする研究者の参考に供したい｡なお,データベースとその利用法などに
ついては,林田と篠崎の詳しい解説があるので参照されたい3･4･5)0
宮城教育大学
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1.シロイヌナズナ研究の現状
シロイヌナズナの研究は,この数年間で目を見張るような発展をとげ,植
物学の多くの分野で,この植物が研究上のモデル植物になり得ると認めら
れるようになった6)｡そこで,シロイヌナズナ研究の現状を簡単に紹介した
い｡
シロイヌナズナ研究の国際的な連絡組織(ne Multinational Coor-
dinated Arabidopsis thaliana Genome Research Project)が,米国の
National Science Foundation (NSF)の援助を受けて1990年から活動し
ているo　この組織の委員会には,現在,米国,ヨーロッパ(英国,フラン
ス,スペイン,ドイツ,ベルギー),オーストラリア,日本などの研究者が
参加している(我が国では,京都大学理学部の岡田清孝氏が委員になって
いる)｡このプロジェクトは,シロイヌナズナ研究の現状を総覧し,毎午l
回,研究の進展と将来の展望についてのレポートを刊行している｡ 1995年
末には5年目の報告書を出した7)｡このプロジェクトがまとめた,シロイヌ
表1シロイヌナズナ研究の状況
(Progress Report Year 5, 1995より)7)
ゲノムサイズ
遺伝子数
平均遺伝子長
コンテイブシークエンス
単離,同定された突然変異体数
T-DNAタッグ系統
連鎖データのある突然変異遺伝子
マップに同定された突然変異遺伝子
RIマップ上の分子マーカー
GenBankに登録された核遺伝子数
dbESTデータベースへの登録数
シロイヌナズナ関連論文数(94.1-95.ll)
シロイヌナズナ関連アブストラクト(94.1-95.ll)
ストックセンターから発送された系統数
ストックセンターから発送されたクローン数
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ナズナ研究の最近の到達点は表1のようである｡なお,生物系の分野では,
このような協同研究方式は,研究者が多数参加して国際協力を行う際のモ
デルになっているという｡
シロイヌナズナの染色体は5本(n)で,約100Mbのゲノム量を持つ｡現
荏,コンテイグ上に同定された塩基配列は1Mbほどであるが, 1998年ま
でに20Mbまで決め, 2004年にはゲノム全体の塩基配列を明らかにする
見通しである｡また, 300以上のESTクローンがマップ上に同定されてい
る｡第4染色体の詳細な物理的マップの作成作業も進んでいる｡この他,生
活環の各段階で発現する遺伝子が多数クローン化され,その構造と機能が
研究されている｡さらに,ゲノムのシークエンス決定のための技術やデー
タベースも常に更新されている｡ゲノム研究ばかりでなく,基礎的な分野
における分子生物学的解析も大きく進展した｡例えば,花芽形成,花器官
の分化,腔発生,栄養成長,光,ホルモン,感染などへの反応,環境スト
レス,リズムなどにおける生理,生化学的素過程に関与する遺伝子の単離
と性質の解析などが進められている｡トランスポゾンによる有効なタッギ
ング法の開発,植物のホルモン受容機能に関する最初の発見となったエチ
レンレセプター(ETRl)タンパク質の決定,花の発育を調節する遺伝子の
他植物への組み込みなども大きな成果である｡シロイヌナズナに関する研
究情報はWWWやGopherサーバーによって急速に増大した8)0
2.ストックセンター
シロイヌナズナのストックセンターは現在,米国,英国,ドイツ,日本
の4ヶ所にあり,シロイヌナズナの種子やDNAなどの供給活動を行って
いる.このうち,米国のAr,abidopsis Biological Resource Center (ABRC)
と英国のThe Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)は,それ
まで西ドイツ,フランクフルト,ゲーテ大学のArabidopsis Information
service (AIS)9)に蓄積,保存されていた系統種子などを基に1992年に相
次いで設立された｡ドイツのEuropeanDNAStockCenterは,シロイヌ
ナズナの各種プローブ, CDNA, YACライブラリーなどを供給している.
日本のストックセンター(The Sendai Arabidopsis Seed Stock Center,
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表2　シロイヌナズナストックセンターの所在地
･ Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)
Director : Dr. Randy Scholl
Mail : The Ohio State University, 1735 Neil Avenue, 309 Botany &
Zoology Bldg. Columbus, OH 43210, USA.
Telephone : +1-614-292-9371 Fax : +116141294-0603
E-mai一 : seeds@genesys.cps.msu.edu (for seed orders)
dna @genesys.cps.msu.edu. (for DNA orders)
WWW : http : //aims.〔ps.msu.edu
･ The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
Director : Dr, Mary Anderson
Mail : Department of Life SciellCe, University of Nottingham, Uni-
versity Park, Nottingham, NG7 2RD, UK.
Telephone: +44-115-979-1216　Fax. +44-115-951 3251
E-mail : Arabidopsis@IIOttingham.ac.uk
WWW : http : //nasc.nott.ac,uk
･ European DNA Stock Center
Director : Dr. Jeff Dangl
Mail : DNA Resource Center, Max-Delbrtick-Laboratorium in der
MPG, Carl-von-Linne-Weg 10, 5000 K61n 30, Germany
Telephone. +49-221-5062-630　Fax : +49-22ト5062-613
･ The Sendai Arabidopsis Seed Stock Center (SASSC)
Director : Dr. Nobuharu Goto
Mail: Department of Biology, Miyagi University of Education,
Aramaki, Aoba, Sendai 980, Japan.
Telephone : 022-214-3412
Fax : 022-211-5791
E-mail : n-goto@ipc.miyakyo-u.ac.Jp
SASSC)は,やはりAISを基にして1993年に宮城教育大学に開設された｡
これらのセンターから供給される材料や試料はすべて無料である｡以下に
これらのセンターの特徴などについて記す.ストックセンター所在地など
は表2に記した｡
(1) Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)
米国のオハイオ州立大学に置かれ, Dr. Randy Schollが代表者である｡
1995年にカタログの第4版が出され, 1996年にその補遺版が出でいる10)0
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カタログは,後述のデータベースAIMSを介して見たり,注文することも
できる｡ NSFから資金的補助を受けており, 6名程のスタッフが運営にあ
たっている｡ ABRC　の大きな特徴は,シロイヌナズナの種子だけでなく
表3　ABRCが保存,供給している種子系統とDNA等10'
AIS collection
Mutants
Ec()type
Ecotypes, Background lines
Agrobacferium seed transf()rmant po(,ls from Feldmann
visible mutants from agrobacterium seed transformants
Recombinant inbred lines
Stocks expresslng tranSgeneS
T-DNA transformed lines
Transpos｡n lines
Chromos｡mal varialltS
Other species
Total
7　3　7　5　0　3　5　7　nU　2　5　nU5　2　6　9　9　5　1　4　2　1　　　　cc1　3　1　3　4　4　1　2　2　　　　3 2
RFLP cl()nes llSted by map positi()Il
Chr()m()sr)me 1
Chr｡mosome 2
Chr()m()some 3
Chromosome 4
Chr()mosome 5
RFLP phage
RFLP cosmids and plasmids
1)lasmids
I)NA IJibrary and YACs
Expressed sequence tag clnnes
T｡tal
nU　6　7　C･.:　6　7　リJ　｢わ　3　6　6
5　2　3　つ.ー　4　7　6　nU　2　1⊥　7
1　　1　　　　　　1　　6
3　3
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図1 NASCホームページで見ることができる突然変異系統のイメージカタロ
グ｡写真の部分をクリックすると画面いっぱいに拡大する｡
DNAやライブラリーなども供給していることである｡種子系統は,AISコ
レクションに加えてRedeiのコレクションやFeldmannのT-DNAタッ
グ系統も保存している｡また, DNAは約6000のESTクローン,染色体ご
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とに集めたRFLPクローン, RFLPファージ, RFLPコスミド, RFLPプ
ラスミド,cDNAライブラリー,ゲノムライブラリー,YACライブラリー
などをそろえている｡ ABRCが保存,供給している種子系統とbNA等の
表4　NASCが保存,供給している種子系統Il)
Biochemical mutants
Colour mutants
Flowering mutants
Form mutants
Hormone mutants
Photom()rphogenic mutants
Maltiple marker mapplng lines
AIS collection
Rec()mbinant inbred lines
Visible mutants fr()m T-I)NA tagged lines from Feldmann
Visible mutants fr()m T DNA tagged lilleS from KoIICZ
Colour
Embry｡
Fl()werlng
Form
NO bisible mutatioll
I)S-tagged Hnes
New Ds/Ac lheS
T DNA promoter trap lines
Tr)tal
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数を表3に示した｡
(2) The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
英国のノッチンガム大学に置かれ, Dr. MaryAndersonが管理代表者で
ある｡ 1994年にカタログの第4版が出されているが, WWW上のNASC
のホームページで見て注文することもできる11).このホームページはデー
タベース化されており,必要な系統を検索するためのイメージ写真を画面
に出して見ることができる(図1)｡英国政府とノッチンガム大学から援助
を受け, 5名のスタッフを擁している｡ NASCはDNAは扱っていないが,
AISコレクションのすべての系統,Konczが作成したT-DNAタッグ系統
を持っている12)｡また,AISコレクションで純系化されていなかった系統を
個体別に再純系化して供給している｡ NASCが保存,供給している系統と
数を表4に示した｡
(3)仙台シロイヌナズナ種子保存センター(The Sendai Arabidopsis
Seed. Stock Center, SASSC)
宮城教育大学生物学教室,後藤伸治研究室に置かれている｡ Kranz教授
が,自ら仙台まで持参してくれたAISコレクションがベースになってい
る｡宮城教育大学から送料援助を受けているが,専任の職員はいない｡現
表5　仙台シロイヌナズナ種子保存センターが保存,供給している種子系統数14)
AIS Col一ection
AIS Wildtype Populati()ns
AIS Form Mutants
AIS Virescent (Leaf Co一or) Mutants
AIS Metabo一ic Mutants
AIS Gene Marker Lines
AIS Trisomjc Lines
AIS Other Species
Selldai COllecti()II
Sendai Wildtype l'()pulati｡ns
Sendai MLltalltS col一ected by N. Goto
Mutants from M. Koornneers Collecti()∩
Sendai Other Species
T()tat
5　.4-　6　1　3　6　3　2　7　7　2　4　4　24　6　nU　2　｢1　nU　2　1　7　2　1　2　1　29　2　りん　3　　　　　1　　　　　　　　　1　　　　　11
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在はAISのエコタイプ,突然変異体(形態,色素,代謝),遺伝子マーカー
系統,トリソミ一系統,シロイヌナズナ属の他種,および後藤が従来,早
離,収集した突然変異体,外処理氏(現　秀潤社)が採集した日本産のエ
コタイプなど, 1100系統余りが保存され,主に日本の研究者,教育者に供
給されている13)｡ ABRCやNASCよりも保存系統数は少ないが, 1度に供
給できる種子数の多いことが特徴である｡また,アジアのシロイヌナズナ
の収集をめざして, Dr.Mirzaの協力によりパキスタン産のシロイヌナズ
ナおよび他種を収集している｡ 1996年にカタログの第3版が出されてい
る14)0 SASSCが保存,供給している系統と数を表5に示した｡
(4) The European DNA Stock Center
このセンターはケルン(ドイツ)のマックスブランク研究所のDr.J.
Danglの下にあり,ゲノミックcDNAやYACライブラリーを供給してい
る｡種子は扱っていない｡
3.データベース
シロイヌナズナに関するデータベースはAtDBとAIMSが主なもの
で,この他に研究者個人がWWW上で作っているホームページがデータ
ベースとして使えるようになっているものもある｡また,これらのホーム
ページのリンクを利用して,ホームページとデータベースの間を行き来す
ることができる｡そこで,例えばAtDBに入って植物ホルモンのキーワー
ドで検索すると,それに関する突然変異体,遺伝子,関連する文献,著者,
連絡先などの情報が得られる｡それらを用いて,今度はAIMSに入り,突
然変異体やDNAがあるかどうかを調べ,ある場合はAIMSの画面で注文
を行うことができる｡このように,いろいろなホームページからデータベー
スに入ることができるが,ここでは上記の2つのデータベースについて記
す｡
(1) AtDB (Arabidopsis thaliama Database)
このデータベースは,最近までAAtDBという名前で公開されていたが
管理がハーバード大学からスタンフォード大学に移ったことに伴い,
AtDBとなった(図2)｡WWWでAtDBにアクセスすることにより次のよ
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(Last AAtDB Update was on 7 August, 7996 lAAtD8 4-77)
The Arabidops/'s thaliana Database (AtDB) project lS funded by the NatJOnaE
SclenCe Foundatton. AtDB is ln the Department of Genetics at the School of
MedlCine, Stan ford University.
凄,est-drive our NEW prototype
The prototype versEOn.Of AtDBrs new l=ustra-based database is now
avaぬbFe for testing. This contains: new mapping data and display; the
latest collea9Ue data; and updated refereJICeS With Medline llnks.
Comrnents and suggestions are aZways welcome. please note that this
prototype is under deve一opment and so may not a仙ays be availabler
♂軸eb Version of AtDB Onl.ine, -
The World Wlde Web vers∫on Of classic AtDB'S, the ACEDB database, is now
available. This contalnS: all the oJd AAtD8 database plus updated
colleague information and references from Medllne and AgncoJa.
BdgEST to ClC YAC Hybridization Data耶蝶
Results of hybrldisation of Individual ESTs to colony fFlters of the CIC
YAC Hbrary. From MelanFe Stammers, CaroFine Dean, et al.
◎ News　&　Announcements:
(Conferences a MeetlngS)
⑳ search AtDB:
(General Search Page I lllustra Prototype I Browse ACE Database l WWW
PageFinder)
* AtDB Services:
図2　WWWでアクセスしたArabidopsis Databese (AtDB)の表紙｡
うな情報が得られる｡
･コスミドおよびラムダクローンの物理的マップ
･種々の遺伝的マーカー(古典的, RFLP, RAPD)による染色体地図
･RI　マップの情報
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･ ABRC, NASCのストック系統や突然変異表現型に関する情報
･GenBankおよびEMBLデータバンクからのDNAシークエンス,
･ National Center for Biotechnology Information (NCBI)のdbEST
データベースからのESTシークエンス
･シロイヌナズナDNAシークエンスと既知のタンパク質配列との比較の
情報
･突然変異表現型の記載
･突然変異植物, RFLPオートラジオグラム, RFLPプローブとして用い
たクローンの制限酵素多型パターン,などのイメージ写真
･学会情報
･文献
･シロイヌナズナ研究者の個人情報
･ BLASTやFASTAを介してのDNA配列やタンパク質配列の検索
(2) AIMS (Arabidopsis Information Atanagement System)
このデータベースはABRCのカタログ検索用に作られたもので,ABRC
への種子やDNAの注文はこのシステムを用いて行うこともできる｡
AIMSによって,ABRCとNASCの種子系統のカタログを,その植物体の
カラー写真とともに見ることができる｡また,シロイヌナズナcDNAク
ローン, EST,RFLP,RAPDなどのストック, YACライブラリーに関す
る情報, RFLPストックのゲルバンドパターンの写真,配列ホモロジーの
検索とグラフ表示, Arabidopsis Information Service (AIS)に掲載され
たすべての論文,最近の文献を含む約4000の論文情報, 2700名の研究者連
絡用情報などを見ることができる｡さらに, GenBank,dbFST,Arabidop-
sis sequence analysis dataTbaseとリンクすることもできる｡
4.シロイヌナズナ研究情報インターネット
データベースではないが,研究者どうしの情報交換に公開されている情
報ネットワークが,国際的なものと日本国内のものと2つある｡国際ネッ
トワークはBiosci/Bionet Newsgroups (http : //www.bio.net/)のリス
トの中にあり,そこからARABIDOPSIS/bionet.genome.arabidopsis
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(http : //www.bio.net/hypermail/ARABIDOPSIS/)を選んで見る｡ま
た,このニュースグループにメイルを送る時はarab-gen@net.bio･net宛
に送る｡我が国のシロイヌナズナメーリングリストは, ｢ナズナ｣ (nazuna
@bs.aist-nara.Acjp)と呼ばれ,奈良先端科学技術大学院大学の河内孝之氏
The lnternationaI Electronic Arabidopsis Newsletter
ISSN 1358-691ーZ
Edited by:
Mary Andersen, Nottmgham ArabidopsFS Stock Centre･ UnlVerSity of Nottingham,
UK.
● search all Volumes of WeedsWorld
● Vo13(ji) September 1 996
● Vo13(i) April 1996
● Vo】2(‖) December 1995
● Vol∑(ii) August 1995
+ VoI2(i) March 1995
● Voll November 1994
Next deadline for submissions November 25th 1 996
Links to text versions of WeedsWorld
●　Vo13(ii)
図3　WWWで読む雑誌Weeds Worldの表紙｡
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が管理を引き受けている｡これらのメーリングリストには,学会の開催通
知,就職情報,実験上の質問,回答,研究上の議論などが載る｡
シロイヌナズナの専門誌Arabidopsis Information Serviceがフランク
フルトのKranz教授の編集で発刊されていたが, 27巻(1990年)まで出た
後,現在は廃刊となっている｡それに代わって,インターネットで読む雑
誌, Weeds World (http : //nasc.nott.ac.uk : 8300/)が英国のDr. Ander-
sonの編集によって出されている(図3)｡現在,第3巻まで出ているが,こ
れが学術雑誌として認められるかどうかはまだ評価が決まっていない0
おわりに
シロイヌナズナを用いる研究者は,ますます多くなり,我が国のメーリ
ンググループ｢ナズナ｣のメンバーも250名を越えたという｡それだけ研
究のスピードも加速され,競争も激しくなっている｡しかし,シロイヌナ
ズナは,経済的なメリットがほとんどない植物なので,研究成果を秘密に
したり出し惜しみしたりする必要のないことが,資料や材料の公開の上で
大きな強みとなっている｡また,貴重な突然変異体やDNAサンプルのス
トックセンターへの寄贈の多いことも,研究者の間に公開が原則という共
通認識があるためと思われる｡また,我が国の研究者は,外国で開発され
た試料や成果をもらって使うことが多く,現在もABRCやNASCの試料
を取り寄せて利用することが多い｡それはそれで良いのだが,我が国にも
独自の開発試料があったり,日本で作られたオリジナル系統やクローンを
外国に発送することがあっても楽しいことだと思う｡その点で,仙台シロ
イヌナズナ種子保存センターは,小さいながら世界へ向考､って日本の研究
者の心意気を発信しているものと自負してよいだろう｡
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酵母の生物情報資源の統合化
宮崎　　智･菅原　秀明
は　じ　め　に
近年の生物工学技術の急速な発展によって,遺伝子配列データを中心と
して大量かつ多様な生物情報がデータベースとして蓄積されつつある｡そ
れにともない,新たな学問分野Bioinformatics (生命情報学)が生まれて
いる｡また,生物学が, in uiuoでもなくin uitroでもないin silicoとい
う新しい手段を手に入れたとも言われている｡これからの生物学には,日々
生産される大量データを効率よく獲得,蓄積,利用さらには提供する情報
環境が必須であろう｡
情報環境の中核は,自データを対象とするデータベースとネットワーク
を介した外部データベース群との統合利用システムである.いわゆるデー
タの入れ物であるデータベース管理システム(database management sys-
tem, DBMS)は製品が多々あるが,生物関連データは
･データ構造が複雑で多様である
･データ項目間の関連も多様である
･研究の進展によりデータ項目,属性などがダイナミックに変動する
といった性質をもっているために,既製品のDBMSを使うと設計の段階
でいき詰まってしまうことさえある｡既製品はデータ構造が安定な分野を
対象として開発されてきた経緯があるので,利用形態も字間の進歩ととも
に刻々と変化していくような生物学に適応する際には相当の工夫が必要で
国立遺伝研究所･生命情報研究センター
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ある｡
こうした状況をふまえて;本論では,各種の構築事例を紹介し,データ
の蓄積と公開の実例とその問題点,インターネットを利用した分散した情
報源の統合的利用ならびに生物学研究の統合的ツールとしての情報ベース
について概説する｡
1.データの蓄積と公開
酵母の研究に限らず,生物学的データとして産出されるデータには,生
化学的な反応データ(二値データまたはコードデータ),塩基配列データ(文
字列), GC含量(数値),コロニーの色･形(画像)など(図1)多種多様
なものが考えられる｡
これらのデータの管理システムとしては,まだ,リレーショナルデータ
ベース管理システム(RDBMS)が主流となっているが,これは,決して
RDBMSが生物学的データを管理するために適しているからではなく,む
しろ,その汎用性の高さから採用されているにすぎない｡たとえば,デー
管
A舶G mAAG C CATGCATCT〔TAAGTATAAGCAAATCTATACTGT(泊AACTG CG AACG G CT〔ATTAAAT〔AGTrA'
AAAG ATTAAG C 〔ATCC打rGTCTAAGTATAAGCAAAT〔TATACTGTG AAACTG C GAACG G CTCATTAAAT〔AGlTA'
AAAG耶TAAG C CATGCATGTCTAAGTATAAGCAAATCTATA〔TGTG A抽CTG C GAACG G CTCATTAAATCAGTTAL
AAAG ATTAAGC〔ATGCATGTCTAAGTITAAGCAA-TAAACGGTGAAACTG 〔 GAATG G⊂TCf汀TAA耶~CAGTCA一
郎AG A7TAAGC CATGC ATGTCTAAGT抑~AACCAかTCTATA〔TGTGAAACTG C GAA〔G C 〔TCATTAA打｢〔 AmA-
AAAG ATTAAG(: CATG( ATGTCTAACmAAGCAA-TAAACCGTG AAACTG〔G舶TG(: CT〔打rTAAAT〔ACT〔A-
A納GAmAAGcc打rGC釘~GT〔TAAGTATAAG(:舶打｢CTATA〔TGTGAAACTGCG柵C G G CT〔ATTA甜汀CAGTTAI
AAAGATTAAC 〔CATG〔 ATGTCTAAGTAT舶CCAA耶てTATA〔TGTCAAACTG〔 GAACG C CTCATTAAATCAGTTA'
郎娩GATTAAG C〔ATG〔打｢GT〔TAAGTF汀AAG〔AA-TCTATACTGTGAAA(TG 〔 GAAC G G CTC那TAAAT〔AGTTAl
図1.蓄積対象となる生物学的データ
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夕闇の関係が階層的で,その階層関係が崩れないにようなものであれば,オ
ブジェクト指向データベース管理システム(00DBMS)の方が都合がよい
場合もある｡図2は,スタンフォード大学で提供されているSbcchwomyces
cerevisiaeを対象にした統合型ゲノムデータベースである｡これは, S･ cer-
visiaeのゲノム解析プロジェクトから明らかにされた,染色体地図,還伝子
地図,物理地図,塩基配列地図,遺伝子コード領域などの情報を網羅して
いる｡このデータベースは,線虫のデータ管理用にオブジェクト指向で設
計されたACeDBと呼ばれるシステムを利用している｡ ACeDBは
ooDBMSの考え方を使いながら,データ抽出の仕方を十分に考慮した
ooDMBSの改良型データベースシステムとも言え,線虫,酵母のみなら
ずヒトも含む多くの生物のゲノムデータ管理に利用されている.この事例
を,データベース構築の観点から見直してみると,生物学的データを柔軟
に扱えるDBMSは存在しておらず,研究目的に応じたDBMSの開発も必
図2. S. cervisiaeのゲノムデータベース
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要であることを示唆しているとも言える｡
次に,データの公開の立場から, World Data Centre for Micoorgansims
(WDCM)での事例を示そう｡このサーバは我々が直接設計し,管理運用
に関わっているもので,現在は理化学研究所(http://www.wdcm.riken.
go.jp)で公開されており,1997年4月からは国立遺伝学研究所への移行が
決まっている｡
WDCMは, WFCC (World Federation foLCulture Collection)の情
報センターとし'ての役割を担っている｡主に微生物の系統保存に関する
データを中心に,株化細胞,モノクローナル抗体等のデータを管理,公開
している(表3)｡オンラインでのデータ提供のために, WorldWideWeb
(WWW)を採用しで情報サーバを構築したo複数のデータベースに散在す
る関連情報が,ハイパーリンク機能によってレコード単位で関連付けられ
ている｡また,検索機能として既存のDBMSを取り込む仕組みを実装して
いる｡
いまや,自サイトデータの公開,他サイトとのデータの共有の場はイン
ターネット無しに考えられない.そのための技術として,特に注目されて
表3. WDCMで管理運用されている主なデータベース
lw∝Mで管理している主なデータベースl 
データベース名 ??R?
ccⅠNFO ?(､X,ﾉOy?Z鞍?ﾙ]ｹ?ｴ?h,ﾈ自Lｨ?_?
STRAⅠN 儖y?Z?ﾈｧykﾈ,h+ｸ,ﾉ]ｹ?ｴ?h,亊h+x.?饑?
JFCC 俛??ﾉOy?Z?ﾉ]ｹ??_?
ALGAE ?I}?亊h+x.兢ｹ??_?
RCB 凉ﾘﾊI'ﾙFx5ｨ985?ｸ,兢ｹ?+8.ｨ,H*(.俤ydX?_?
JTCA 俛??兢ｹ?+8.ｨ,H*(.俤ydX,ﾈ?_?
HDB ?(6ﾘ4?ﾘ?6?ｸﾕ)?,亊h+x.?饑?
DSM 忍4ﾘ,兢ｹ?+8.ｨ,H*(.儖y?Z?ﾈ?_?
注:wAⅠSで管理されているものだけを挙てあるl 
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いるのが, WWWであるo WDCMのサーバ構築あたってもこの技術はお
おいに貢献している｡ WWWが登場する以前は,例えば,各サイトで独自
に設計され作られた2つのデータベース内のデータをレコード単位で共有
するためには,かなり大がかりな修正が必要となった｡2つのデータベース
のそれぞれのデータ構造にまで立ち戻ったインターフェース作りが必要に
なるなど共有のための作業は困難を究めたといっても過言ではなかったか
もしれない｡しかし, WWWのリンク機能をうまくつかうと,緩やかな結
合であれば,比較的容易に成し遂げることができるようになった｡ "緩やか
な結合"といっても,十分実用になることが多い｡さて, WDCMサーバで
は系統保存機関の機関情報データベースであるCCINFOを中心にして複
数のデータベースがレコード単位で結びつけられているo図4,5は各系
統保存機関が保存している菌株の学名情報データベースを検索し,その検
図4. Strain Fungiの検索
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図5. Srain Fungi-CCIFNOへ
索結果の1レコードからCCINFOの1レコードを呼びだす操作を示して
いる｡
このように,WWWのリンク機能を用いると2つの異なったデータベー
ス間で,データの共有が実現できるのである｡もちろん2つのデータベー
スはインターネット上の他機関から,物理的に異なる位置にある計算機を
用いて公開されていても問題ない｡ただし,上記のようなレコード単位の
リンクを構築するためには, 2つのデータベース中のどのレコードとどの
レコードが関連しているのか,いわゆるデータベース間のリンク情報をあ
らかじめ調べておく必要がある｡しかし,ますます大規模に提供されつつ
ある生物学的データベースにおいて,それらが更新される毎にリンク情報
も更新していくのは大変な作業になってきている.一方で,ユーザからみ
れば,インターネット上で次々に提供され出したいくつかのデータベース
をそのユーザの好みに合わせて組み合わせて利用したいという願いもあ
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る｡そこで,次節では,種々のデータベースを統合的に利用するための試
みとして我々が開発したAgent for Hunting Microbial Information in
INTERNET (AHMII)について解説する｡
2.種々のデータベースの統合的利用
各種情報の交換の場として,あるいは共有の場としてインターネットの
利用はとどまるところを知らないようである｡WWW技術の広がりととも
に,インターネットは,研究者ばかりでなく一般庶民にとって非常に身近
なものになってきた｡しかし,急激な情報提供サーバの増加がもたらしは
じめた弊害も報告されつつある｡例えば,
･ユーザが本当に知りたい情報を見つけられない
･ HTMLのレベルでは共通といっても,各情報提供サーバでの検索手順
は様々である
･利用者の増大に伴うネットワーク負荷の大幅な増加
等である｡ネットワーク負荷の増大は,サーバからの応答時間を増加させ
検索効率の低下を呼び起こしている｡また,応答時間が増加するというこ
とは,データの伝送にかかる時間が増えることを意味する｡一般に,伝送
されるデータに誤りが起こるのは,そのデータが伝送路にある時であるか
ら,伝送時間の増大は伝送されるデータ自体にノイズが入る確率が高くな
るということにつながる｡これまで,このようなネットワーク負荷に関わ
る問題解決のために,伝送時におけるデータの圧縮効率を向上させて,伝
送のための時間を少なくするなどのソフトウェア的な対策がとられてきて
いるが,もはや物理的に伝送容量を増加させるか,より複数の伝送経路を
設置するなどのハード的JIfもの以外,根本的な解決策はないような状況に
なりつつある｡例えば,省際研究ネットワーク(IMnet)の日米回線は日
中の使用率が100%に達している｡
しかしながら,情報探索の簡便化に対しては,まだまだここに紹介する
ようなソフト的な対策を適応していくことが重要であろう｡実際,利用者
が関連する情報を複数のサーバから引き出すのはよくあることである｡微
生物の研究でいえば, Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)か
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ら生化学的性質データを, National Center for Biotechnology lnfomation
(NCBI)から塩基配列データを,また実験に用いる菌株を入手するため
に, WDCMやAmerican Type Culture Collection (ATCC)から菌株の
保存情報をといった具合にである｡こうした要請に答えるため,我々は,異
なる複数の情報提供サーバから,できるだけ効率艮ぐl育報を引き出す手段
としてAHMIIを開発した｡
我々が開発したAHMIIは,WWW上でユザが与えた1つのキーワ-
query
≡≡≡≡≡三二コ⊂=
answer 1
く亘D竺⊥
⊂=
an swer2
query
i==±
an swer3
/@cGIpocess 1壬F∈∋
CGI process3
､(養蚕)
A simple appllCation of CGl to query muJtiple databases
く垂つき
answerl &2&3
Query to AHJMH by use of socket
LA6.既存の検索システムとAHMIIの比較
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ドをつかって同時に複数の情報提供サーバにアクセスし,各サーバからの
回答を逐次,同じフォーマットで出力していく機能を実現したものである｡
多くのWWWサーバで実装されているように,あるキーワードをCGIを
使ってネットワーク上のリモートサーバに投げ,出力を受け取る仕組み
(POSTMethod,GetMethod)はよく知られてきているが,ネットワーク
上の異なる場所に位置する複数のサーバを一度にとりまとめて検索する技
術はあまり知られていない｡たとえ複数のサーバを相手にしても,それら
は,排他的に行われるものが多く,その場合には,一旦,メッセージが投
げられると後の制御はリモートのサーバに委ねられてしまうのである(図
6)0 AHMIIでは,いわば,一つのプロセスの中で,各サーバからの出力を
もう一度インターセプトすることを実現しているのである｡
また, AHMIIの特徴として次のようなことが上げられる｡
･perl言語を用いてプログラミングしてあるため他システムへの移植が
簡単である
･Agentが巡回する情報提供サーバは簡単に,追加･削除することができ
る
･情報提供サーバ側ではAgentに対応するために付加的な処置がいっさ
い必要ない
我々は,このシステムのプロトタイプとして,微生物関係に限定して実装
した｡図7.1-図7.3はAIiMIIの使用例を示したものである｡検索は,
"sacchwomyces cereuisiae"をキーワードにして, ATCC, WDCM, JCM,
CBS Yeasts, NCBI, BCCMに対して行った｡図7.2からわかるように,
Fungi& Yeastのページには,米国の系統保存機関(ATCC), WDCM,日
本の系統保存機関(Japarr'Collection of Microorganisms, JCM), CBSな
ど10機関が登録されている｡ユーザが,検索対象としたい機関を選んで,
searchボタンをクリックすると, Agentによる情報の取得が開始される｡
検索実行時に,対象となるサーバが停止していたり,検索結果が無い場合
にはサーバからのエラーメッセージがそのまま表示される｡ "Saccharo一
myces cerevisiae"の場合は,各機関からの情報が返ってきたが,検索終了
までに約20秒を要した｡図7.3の上部で,検索対象機関名が表示してある
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行は,検索結果画面で,その機関からの検索結果をただちに参照するため
のボタンとな?Aている｡ HSacchwomyces cerleVisiae"のように,返ってくる
情報の量が多い場合には,検索結果を吟味する上で非常に有効となる｡
CBSやNCBIのように,検索結果が中間的なリストとして表示される場
合もそれらのリストも問題なく使用することができる｡すなわち,リスト
が中間的なCGIになっており,そのCGIを通して真のデータにたどり着
く場合, AHMIIは各情報提供サーバを独立にフかった場合と同様の中間
結果を表示し,リスト中のボタンもすべて有効となっている｡
プロトタイプとして実装したAHMIIは学名をキーワードにして,あら
かじめ登録してある種々のデータベース中のレコードを串し刺しにした検
索を実現している･o　これは,前節の終り述べたレコード単位によるデータ
のリンクを間接的に実現しているといってもよい｡すなわち,学名など,各
種のデータベースに共通に存在し,各データベースでは一意であるデータ
図7.1 AHMIIメニュー画面
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図7.2　AHMIIのfungi& Yeastsデータ検索画面
を使えば,各種データベースにまたがるレコードのクロスリ･7アレンスを
作らなくても,レコード単位で結びつけられた巨大なデータベースを構築
することができるのである｡
3.データ解析を含めたデータベ-スの構築(情報ベース)
前節までに述べたことがらを中心に,生物学的データのデータベースの
実情をまとめると次のようになる｡
･今日までに情報科学が産みだしたデータベース管理システムで生物情報
を扱うには不十分な点が多く,収集するデータにあわせた改良が必要とな
る
･ WWWで提供されたデータ群に対しては統合的な利用が可能となって
きた
このことから,どちらかというと,既存のシステムで何とかやりくりをし,
システムが対応できるデータ群だけを管理･運用している傾向が伺える｡し
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図7.3　検索結果
かし,データベースを構築する理由は,何も多量のデータ群を効率良く管
理したいためだけではない｡特に生物学的データの場合,研究者の目標は,
データ集めではなく,それらのデータを統合的に違った角度から考察し新
しい知識を獲得することに相違ない｡となれば,次世代のデータベースは,
生物学的データに対応した柔軟なデータ構造を実現した入れ物であると同
時に,知識獲得のための研究支援ツールを備えたものであることが望まれ
る｡また,少なくともそのシステムはこれまでに実現されているデータ
ベースとゆるやかに結合し,データを吸収できるものでなくてはならないo
孤立したシステムは単独の性能が高くても役にたたない｡今日までに蓄積
されたデータでも十分大量で,一つ一つ十分に吟味する時間もないはどな
のだから｡
こうしたことを踏まえ,我々は,酵母のデータを対象として,画像デー
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夕,生化学的･生理学的データならびにDNA配列データを柔軟に追加変更
できるデータベースを設計した(図8)｡特に,今日のコンビュ｣タネット
ワーク環境を考慮して, WWWブラウザーを利用して,ネットワーク上の
他の情報提供サーバから相当量のデータを抽出して追加することも可能と
した｡また,新規生物の同定支援ツールとして,陽性率表に基づく確率的
同定手法によるものと決定木に基づく同定プログラムを平行して利用可能
とした｡このために必要な陽性率表と決定木はデータベースに蓄積された
データから自動生成されるが,ユーザが独自の観点からカスタマイズする
こともできる｡さらに,生データの一覧表示や追加測定項目の示唆などの
付随情報を見る機能も備えている｡
分類支援ツールとしても,生化学的なデータによるクラスター分析,数
量化III類を応用した3D分布図の作成, DNA配列データによる進化系統
樹の推定が,平行して利用可能であるoすなわち,同一の生物群に対して,
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図9.分類支援ツールの連動
左上　生化学的データによる
クラスター分析
左下　数量化III類を応用した
3D分布図の作成
右上　DNA配列データによる
進化系統樹の推定
各解析結果は相互に連動して
いる｡例えば､上図の塗りつぶ
された●をもつデータと下図
で強調表示なっている菌株
データは各々対応しているo
デンドログラム,分布図ならびに進化系統樹を連動させて比較検討できる
(図9)｡これによってユーザは,生物群の階層体系を構築していく際により
統合的な解釈を取り入れることができる｡本システムには現在1,700種類
の酵母の生化学データ, 45種類の酵母の基準株の18sRNA遺伝子配列
データならびに354種類の酵母の画像データが登録してある｡
おわ　り　に
本論では,個々のデータベースの構築事例,インターネットを利用した
複数データベースの統合利用,新しいデータ管理システムである情報ベー
スの紹介を行った｡残念ながら,現状のデータベースシステムは,どれも
満足のいくものではない｡それは,対象となる生物学的データ自体が日々
変化する傾向にあるものであるのに対し,入れ物としてのデータベースは
生物学的データのもつデータ構造の変化に十分対応できないからであるo
結果として,多くの場合,ユーザが本当に蓄積したいデータではなくて,む
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しろデータベースが蓄積できるデータだけが効率良く管理されているよう
に思われる｡情報科学分野ではより柔軟なデータベース管理システムの研
究開発があげらるが,同時に生物学的知見から判断して集めるべきデータ
を選定していくことも必要となるであろう｡また,各データベースを相互
に関連させるためには,各データベースで共通に所有されるキー項目の設
定も重要である｡例えば,学名が共通項目として使えそうに思われがちだ
が,分類体系に伴い変遷を繰り返すためキー項目としては不適切である｡
日々登録されるデータ量が多くなるほど,こうした環境整備を早急に実施
していかないと,せっかく大量に蓄積されたデータ群が無秩序なゴミの山
と化してしまうことになる｡
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土壌細菌群集の多様性の解析による
遺伝生態カタログ化
三　井　久　幸
は　じ　め　に
細菌の多様性に関する情報は今だ乏しいのが現状である｡土壌1g中に
は2-4万種類もの細菌が存在するとも言われ1･2),また,異なる環境には異
なる種構成の細菌群集が存在するであろう｡更に,種構成は時間の経過に
伴ってが絶えず変化していると考えるのが一般的であるが,厳密な実験に
基づく報告はない｡自然から分離される細菌株が既知種と一致しないこと
は頻繁に経験されることである｡しかし,その膨大な多様性はまた,研究
者にとって魅力的な研究材料を提供し,更に応用上も大きな可能性を秘め
ていることも確かである｡例えば,多様な細菌の中には,高等生物がとて
も住めないような極限環境(高温,高圧,高塩濃度,強酸性,強アルカリ
性等)に好んで生息するものが存在し,その生命機構は興味深い研究対象
であろう｡生命誕生以来30億年もの歴史が育んできた細菌の多様性と
様々な環境への適応の姿は,生態学及び進化学の重要なモデルを提供する
であろう｡また,多様な細菌の多様な物質合成･分解活性の利用や,環境
の状態を示す指標として〆細菌フロラの利用は,環境問題への取り組みに
際し大きな助けとなると考えられる｡そもそも多様で膨大な微生物群集の
存在が持つ地球上の物質循環における役割から見て,その研究の重要性を
無視することはできない｡更に,未知の細菌種の持つ多彩な能力は,新し
い医薬の開発や食糧生産の研究等にとって大きな可能性を秘めた資源と考
東北大学･遺伝生態研究センター
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えられる｡
技術革新の著しい現在,正面から自然界の細菌群集･多様性に取り組む
ことを可能とする状況が整ってきたのではないか｡更に,その多様性ゆえ
に,細菌群集の全体像の理解のためには必然的に膨大なデータの蓄積が要
求され,そのような情報の利用･管理は研究の進展に大きな影響を及ぼす
であろう｡ここでは,生態系に関する微生物群集の情報としての微生物カ
タログの構築の可能性に関して,土壌細菌群集のエココレクションの研究
結果を通じて意見を述べたい｡
細菌エココレクションの構築とその解析
細菌群集の種構成を調べる試みは過去多くの研究者によってなされてき
たが,その過程で,細菌を培養･分離して調べる手法では,存在する細菌
のうちのごく一部分しか得られてこないことから,その手法の適用の限界
を指摘されてきた｡そのため,自然環境から培養を経ずに直接に核酸を抽
出して,その塩基配列の多様性から細菌の多様性を推定する方法が開発さ
れ,新規の分類群に属するような細菌種の存在やより大きな多様性が推定
される結果となっている｡しかし,このような研究では,細菌そのものを
002
SaTuOTOU JO.OJt
100             200
zncubation Time (h)
図1水田土壌細菌のコロニー形成曲線
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取得して更にその解析を進めることはできない｡細菌群集の研究には,細
菌そのものを培養･分離する方法もまた必要であり,しかもそれを大がか
りに行うことが重要であるとの認識に立ち,種々の土壌の細菌コレクショ
ンの構築を行った｡
種々の土壌サンプル1gを水に懸濁し,それを105倍程度に希釈して
DNB (100-folddilutionofnutrientbroth)プレート上にまいた(注,土
壌中の細菌数のプレート法による計測に際しては,培地成分の濃度が適度
に低いほうが高い計数地を与えることが経験的に知られている｡すなわち,
土壌細菌の多くは,実験室的な高濃度の培地によって増殖阻害が引き起こ
表1水田土壌細菌エココレクションの各CFCグループの系統分類的位置
Growth rate groups 彦W7B?G&???LlwcGHlggFClyetxOiPbhasEea,//bParcotteer?まbParcottee,?まbParcottee,?去 pSsri諾epSsriat=eBacteroidesαβγ 
Ⅰ ??3110051 
ⅠⅠ ??0113040 
ⅠⅠⅠ ?B?1411160 
lV ?B?1382--0 
Total 塔b?37719171 
｣　-_.･.--------一････-･----　LJCtObJ)CllluB Lr)lLMtuB Aでcc33267
図2　水田土壌細菌エココレクションのLow G+C Gram-Positive groupに分
類される株の系統樹o CFCグループを株名の後に示したo星印を付した株
は,データベース中の既知種の塩基配列と95%以上の類似度をもつもの0
系統樹中に1000回のBootstrappingの結果を示した｡
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されるような低栄養細菌が占めている)｡そこに時間を追って現われてく
る細菌コロニーを｢コロニー形成曲線(CFC)｣3) (図1)に基づいて4つに
グルーピングした上で各細菌株を保存した. CFCが形成されることは,土
L--･-------------一･･一･･-- Fuaob■cteriL,Lm nuCle■tu血　ATCC25586
図3　水田土壌細菌エココレクションのHigh G+C Gram-Positive groupに分
類される株の系統樹o
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壌生態系を構成する単位としての細菌群集構造の反映であると我々は考え
ており,このコレクションをエココレクションと呼んでいる｡それぞれの
cFCグループから同様の適当な数選び, 16SrRNA遺伝子の塩基配列に基
づいた系統分類的解析を行った｡塩基配列は, 16SrRNA遺伝子の5′末端
FlavobacteriuLh aqu.itlle ATCC 1 1947
FlexibJeteT COluLZnJriJ ATcc4362 2
522202★　(ⅠⅠ)
S22211★　(工ェ)
S22217●　(ⅠⅠ)
S24512■　(ⅠⅤ)
S24524◆　(=Ⅴ)
S24554' (ZV)
CytophJgJl hutchユnきOnユI ATCC33406
I J s23320 (ⅠⅠ工)
L_ _ _一一一一一一Fユbrob.cter.uccユnOgene, ATCC19169
図4　水田土壌細菌エココレクションのCytophaga/Flexibacter/Bacteroides
groupに分類される株の系統樹｡
図5　水田土壌細菌エココレクションのProteobacteria alpha subdivisionに分
類される株の系統樹｡
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側約0.5kbの領域(各棟の遺伝子において,大腸菌の遺伝子1,542bp中の
28番目の塩基から518番目の塩基までの領域に相当する部分)をPCRに
よって増幅し4),それを直接鋳型にして決定した｡得られた塩基配列をプロ
グラムFASTA5,6)を用いてDDBJデータベースと比較し,系統樹を作成
する上で適当な標準株を選び,ソフトウェアCLUSTAL W7)を用いて近
隣結合法8)により系統樹を作成した｡このように,細菌コレクションの種構
成の記載は,個々の株の系統上の位置によって表現した｡また,比較のた
めに,各株のイソプレノイドキノンの成分構成についても解析を行った｡
水田土壌細菌エココレクションの解析
遺伝生態研究センターの湛水生態系野外実験施設(鹿島台)の水田圃場
Spユrlllum volutJnB ATCC19554
NeユaBerユJ gOnOrrhoe■e NCTC83785
RubrlVユVaX gelatiJ一OBuJJ ATCC17011
S24542●　(ⅠⅤ)
VJr⊥OVO･r■X PJlradoJEuJl ZAJ41 2 37 3
S23408　(エII)
AIcdligenea faecalユS ATCC8750
S23410　(ⅠⅠ工)
S23317*　(Ill)
S23335' (Ill)
S23434+　(ZH)
S23417●　(工ⅠⅠ)
Boogloe■　r■nugera ATCC25935
S21012●　(Ⅰ)
S22201▲　(ⅠⅠ)
S21104★　(ェ)
521124■　(Ⅰ)
S22204■　(Ⅰ工)
S22229★　(工ェ)
522235' (Zr)
S21111★　(I)
S21125●　(エ)
Oce■nDJPユrlllum lユnunl ATCCl1336
Ectoth,IOrhodoBPlr一ヨJhJpoaJ]nユkovユII DSM243
LeglDnella pLleu皿⊃Phlla ATCC33152
P-eudoLnOL7JJ aerugユJ)09J　25330
PJeUdoJT10naB PUtld. Fl
｣一一一一一一一一-- RhodoSPユrユIluJ7t ruムrLun ATCCll170
図6　水田土壌細菌エココレクションのProteobacteria beta subdivisionと
gamma subdivisionに分類される株の系統樹｡
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で,前年の秋に稲が収穫され水が既に抜かれている2月に,地表から0-10
cmの土壌をサンプリングし,上記のように細菌エココレクションが作ら
れた9)0 CFCグループについて, Group Iは30時間以内, Group IIは31
-51時間, GroupIIIは52-114時間, GroupIVは115-265時間でDNB
プレート上にコロニーが出現した株に対応する｡そのうち16SrRNAの解
析を行った86株の系統分類上の内訳は(表1,図2-6), LowG+CGram-
Positive groupに属するもの5株, High G+C Gram-Positive groupが
37株, Cytophaga/Flexibacter/Bacteroides groupが7株, Alpha-
proteobacteriaが19株, Beta-Proteobacteriaが17株, Gamma-
proteobacteriaが1株となっていた｡このように様々な真正細菌を得るこ
とが可能であったことは大きな特徴である｡一方,古細菌のグループに属
するものは含まれていなかった｡
調べた株のうちには,データベース(DDBJ,GenBank,EMBL)に登録
されている既知の細菌種の塩基配列と完全に一致するものはなかったが,
半分以上の株(58株)は既知細菌種と95%以上の類似度を示す塩基配列を
持っていた｡すなわち,これらの株は既知のgenusに属することが予想さ
れる｡
それ以外の株のほとんどは,データベース中の塩基配列と比較して,89%
から94%の配列の類似度を示した｡これらは,塩基配列がまだ決定されて
いないgenusに属する可能性もあるが,新規なgenusに分類されるべきも
のである可能性もある｡例えば, High G+C Gram-Positive group内で
クラスターを形成している9株S23437, S23338, S23409, S23422, S23430,
S23403, S23303, S22243, S23304は, DermatoPhilus congolensisと900/.前
後の類似度を示した｡キノン分析の結果も, 9株すべてDermatoPhilusと同
様MK-8(Ii｡)を主要構成型として持つことを示し, DermatoPhilus属との
関連性が示唆される｡
一方, S23328株の系統ヒの位置は, 16SrRNA遺伝子の0.5kbの領域の
みの解析では唆味な結果しか得られなかったので,更に広い領域(大腸菌
の配列で28番目から1,391番目までに相当する部分)の塩基配列を決定
し,系統を調べた｡その結果,最大の類似配列をもつものとしてMicro-
56
図7　水田土壌細菌S23328株の系統樹0
scilla furuescens (83.80/o)が浮かび上がった,}系統樹の形状及びBoot-
strappingの結果は(図7) ,この株がCytophaga/Flexibacter/Bacteroides
groupに属することを示しているが,主要構成キノンとしてMK-8型を
持っていることなど, Cytophaga/Flexibacter/Bacteroides groupの既知
の種とかなり異なるものであることがうかがえる｡
コレクション全体の構成を見ると,幾つかの特徴が浮かんでくる｡一つ
は,近縁株のクラスターが頻繁に存在していることであるo特にArth-
r()bacterの近く及びZoogloeaの近くに顕著なクラスターの存在が見える｡
これらのクラスター内の株は,全く同じ塩基配列を持っているものもあれ
ば数パーセントの違いがあるものもある｡
もう一つの特徴は,CFCグループとの対応である｡各CFCグループの株
は種々の分類群に属してはいるが,同時に,同じCFCグループの株同士が
クラスターを作る傾向も頻繁に見られる｡例えば,コロニー形成速度の比
較的大きいグループ(Group I, Group II)の株がArthrobacterの近く及
びZ()ogloeaの近くにクラスターを形成している｡また, GroupIHの株は
Dermatophilusの近く及びRhizomonasの近く　に, Group IVは
Caul()bacterの近く及びBradyrhiz()biumの近くにクラスターを作ってい
る｡
細菌群集を徹底的に調べ尽くす
上記の研究例は,土壌細菌群集の解析方法としてはきわめて単純な細菌
培養方法を採用したものといえる｡それでも相当多様な細菌種が得られた
ことは,コロニー形成曲線に基づいたシステマテイツクな分離が功を奏し
たと考えている｡すなわち,すべてのCFCグループからランダムにまんベ
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んなく細菌コロニーを釣り上げることが重要なのであろう｡もちろん培養
条件から考えてここで用いた方法自体には限界がある｡全ての微生物種に
適用可能な培養方法は有りえないであろうから,細菌群集の全体像を把握
するためには同一環境に対して様々な方法を繰り返し適用することが必要
｣　------- -一--------　LJHL(JblI(lEL〟i mlnLLIJO AT(1(二つ3267
図8　草地土壌細菌エココレクションのLow (;+C Gram Positive groupに分
類される株の系統樹｡
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である｡培養を経ないで直接核酸を抽出し分析することによって存在する
細菌種を推定する方法も,比較のために不可欠であろう｡反面,扱う微生
物が必要以上に重複しないように,初期段階でおおまかなグルーピングを
迅速に行うための手法の開発が必要であろう｡新しい培養･分離方法の開
PJJ5 0bL7CLprILLm nLLrLL･nL〟m ATCCユ5586
図9　草地土壌細菌エココレクションのHigh G十CGram Positive gr｡upに分
類される株の系統樹｡
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発と,そのような多様な方法の併用によって,従来絶望視されていた自然
界の細菌の培養の困難の克服が可能となってくると考える｡
草地土壌細菌エココレクションの解析一繰り返し調べる
東北大学農学部付属川度農場で, light clay grasslandの深さ0-5 cmの
rootmatlayerからサンプリングした土壌から,時期を変えた(1987年9
月及び1992年5月)二つのエココレクションが作られた10,ll)o CFCグルー
プについて, 1987年コレクションではGroup Iは18時間以内, Group II
は19-27時間, GroupIIIは28-67時間, GroupIVは68-160時間, 1992
年コレクションではGroup Iは18時間以内, Group IIは19-27時間,
Group IIIは28-69時間, Group IVは70-163時間でコロニーが出現し
た株に対応する｡各々のコレクションの系統分類的解析の結果を図8-13
に示す｡二つのコレクションは同じ方法で類似の環境から分離された細菌
のものであるのにかかわらず,種構成にはかなりの違いが確認される｡例
えば, 1992年コレクションで見られるCytophaga/Flexibacter/Bacter-
Oides group,及びGamma-Proteobacteria group等は1987年コレクショ
ンでは見られなかった｡逆に, 1987年コレクションで数多く･見られた
Beta-Proteobacteria groupのZoogloeaやTelluriaに近い種類は1992
図10　草地土壌細菌エココレクションのCytophaga/Flexibacter/Bacteroides
groupに分類される株の系統樹｡
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図11草地土壌細菌エココレクションのProteobacteria a一pha subdivisi()nに
分類される株の系統樹｡
年ではほとんど見られなかった｡
重要点として,細菌群集は様々な外的要因によってその構成がダイナ
ミックに変化し続けていることに注意しなければならない｡そのようにき
りがないと思えるような複雑さが,群集そのものを扱う困難さの大きな理
由である訳だが,そのためにも同じ環境についても繰り返し調べる必要が
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0020
図12　草地土壌細菌エココLtクションのProteobacteria beta subdivisionに分
類される株の系統樹｡
あろう｡
また,上記エココレクションの構築に際しては,土壌サンプルの懸濁液
の希釈という操作が含まれている｡そのため,存在していた細菌のうちの
多くのものがコレクションから漏れている可能性があり,上記の二種類の
62
Ll 13　草地土壌細菌エココレクションのProteobacteriagammasubdivisionに
分類される株の系統樹｡
草地エココレクションの違いの原因としてこの要素も大きいであろう｡近
接する土壌微小粒子を取り出し,その懸濁液を希釈せずに培養し,得られ
る細菌株全てを調べるといった実験を行うと,粒子ごとに異なる種構成を
示す結果となった(後述)｡徹底的に調べるという必要性の中には,希釈を
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経ずにできるだけ多くのものを扱うことも含まれてくる｡
草地土壌コレクションでも水田のものと同様に近縁株のクラスターが見
られる｡これに関連して,既知の種と同一ではないが系統的にきわめて近
縁な株の存在がしばしば観察される｡例えば, Alpha-Proteobacteria
groupのB71adyrhizobiumやAgromonasときわめて近い(が同一ではな
い)位置に,多くの株が存在している｡既知種としてはNitrobacterや
0　3
0　60
)Unou AuoTou
150
Time (hour)
図14　土壌微小粒子A, B,Cから得られたコロニー形成曲線o
300
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4%ia等も系統的にこの付近に位置しているが,コレクション中の株のほ
とんどはこれら既知の種･属に見られる根粒形成能･窒素固定能･亜硝酸
酸化能等の性質を示さなかった｡ここで見られる系統上近接した位置にお
ける性質の多様化は興味深い｡既知の分類群のすき間を埋めるような多様
な細菌の環境中での存在を示している｡
微生物に着目した場合の土壌生態系とは/?
一土壌ミクロ団粒の微生物群集の解析
土壌団粒は,通常直径0.25mm以下(1mg以下)のミクロ団粒が集合し
てマクロ団粒になる重層構造となっている｡土壌細菌の大半はミクロ団粒
内をすみかとしていると考えられている｡ミクロ団粒間の細菌群集構造の
比較を行うため,草地土壌中の団粒構造を分解して近接する約0.4mgの土
壌粒子3個(A,B,C)を取り出して解析を行った｡それぞれを別々に水に
懸濁し,そのままDNBプレート上で培養し得られる細菌コロニー数を調
べた｡その結果,各CFCグループに属する株数は粒子によって異なるもの
の,いずれの粒子からも対応するグループの出現時間が一致するような
cFCが得られた(図14)｡一方,そこより分離した細菌株のうち, Gr()UPIII
に属する株の系統分類を試みたところ,各粒子間で異なる種構成を示した
(データ示さない)｡
環境微生物カタログの構築に向けて
遺伝生態情報に関連した微生物カタログの構成として,個々の生態系に
おける(系統分類的観点からの)微生物フロラの記載と付随する各種生態
情報を盛り込んだものを想定している｡すなわち,対象とする自然環境の
条件(土壌等の種類,植生,温度,水分含量等)や検出･分離の方法の記
載を前提において,個々の微生物の16SrRNA遺伝子塩基配列等に基づく
分類的位置及びその他の性質を記載したものである｡微生物に重点をおい
た場合,生態系とはどのくらいの範囲を想定すべきものであるのか不明確
であるが, CFCの形成の有無を指標にすると土壌ミクロ団粒レベルの微小
空間を研究対象とすれば良いことになる｡
土壌細菌群集の多様性の解析による遺伝生態カタログ化　65
Bergey'sManualに代表されるような微生物の分類･同定の基礎となる
ことを想定した,地球上に存在するできるだけ多くの微生物種を集めてそ
の種類ごとの情報を記載するデータベースとは異なり,ここで述べている
微生物カタログは,微生物に関する遺伝生態的理解を目標に,特に生態系
と微生物群集との関係に重点を置いたものである｡また,その情報の利用
しやすさのための体制の整備も重要であり,インターネット等の活用等が
必要である｡
環境中の微生物の存在様式については大きな問題がある｡自然環境中の
細菌の大半を占める｢培養困難｣な細菌の集団とはどのようなものなのか,
培養されてきた集団とは何が異なるのか,という問題である｡一つの可能
性として,細菌が環境に適応した時点で,分裂増殖を停止し容易に増殖を
再開しないquiescent (or persistent) stateという状態をとることも想定
される｡細菌群集に対する種々のアプローチによる徹底的な研究によっ
て,状況的な理解が深まると期待されるが,一方で,細菌の増殖停止状態
での生命維持を実現している遺伝的･生理的な機能面からの研究もこの間
題の解明には必要であろう｡また,そのような研究は微生物カタログの構
築の方法論の改良に貢献することができるであろう｡大腸菌や枯草菌にお
いては,環境の変化への対応としての定常期細胞への分化･胞子形成に関
する分子生物的な研究が進んでいるが,細菌全体の多様性を考えた場合そ
のような細菌の能力に対する理解は全く不足している｡すなわち,より多
様な細菌種の多様な能力へと研究対象を広げる必要があろう｡筆者は,エ
ココレクションを通じて土壌細菌群集の解析を試みると同時に,根粒菌等
多様な細菌を用いて,環境の変化に応じ増殖状態から別の状態へと変化す
るための遺伝的機構につし{T研究を進めており,微生物カタログ作りの理
論的な裏付けとしての貢献を目指している｡
穀後に,ここで紹介した土壌細菌エココレクションの研究は,服部勉教授(撹,東北
大学名誉教授)を中心とした東北大学遺伝生態研究センターの環境微生物研究グループ
が行ったものです｡コレクションの構築は,水Lf]土壌に関してはKrystyna Gorlach博
千, 1987年草地ー1･.壌は笠原康裕博士(硯,奈良先端科学技術大学院大学), 1992年草地
土壌はAdel El-beltagy博士によって行われたものです｡ 16SrRNA塩基配列に基づく
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系統分類的解析その他は,李亨珍氏,斉藤明広氏(現,筑波大大学院生(農水省農業環
境技術研究所)),鹿野秀一博士(東北大学理学部生物),坂本郁子氏,及び筆者によって
行われました｡土壌ミクロ団粒の微生物群集の解析は村松秀行氏(藤沢薬品工業)によっ
て行われました｡イソプレノイドキノンの分析は服部繁子博士によって行われました｡
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バイオマットの細菌群集の
カタログ化
-生命と地球の共進化の解読へ向けて
平石　　明1･山本　啓之2
は　じ　め　に
地球はわれわれが知る限りにおいて唯一生命体と生物圏(バイオスフェ
ア)が存在する惑星であり(火星に微生物が存在した痕跡ありという驚く
べき報告1)がなされたが),地球上で生命が誕生したと考えるとその出来事
は, 35億年前の微化石や炭素同位体比などの証拠からそれ以前,すなわち
40億年前頃ではなかったかと推定される｡地球が誕生したのが146億年前
であるから,原始地球における数億年程の化学進化を経て生命が誕生した
ことになる｡重要なことは40億年前に出発したであろう生物進化の歴史
は,その大半が微生物進化の過程であったことであり,その時代に彼らが
行なった生化学反応が直接地球表層環境の大規模な変化に貢献したのでは
ないかいうことである｡この時間的スケールと微生物の環境形成への係わ
りを考えると,地球史はまさに生命との共進化の歴史であったと考えるこ
とができる2･3)｡現存微生材の進化の道筋を振り返ることは生命の本質を知
ることばかりでなく,微生物が地球史の中で係わってきた環境形成への役
割を解く鍵となり得るだろう｡
人類出現後の地球はさまざまな人為的汚染に曝されてきたが,その出所
や質に関わらずそれらを吸収し無毒化してきた｡この地球の汚染吸収体と
1豊橋技術科学大学エコロジー工学系, 2岐阜大学医学部
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しての本質は微生物活動であり,その安定したシステムは40億年にわたる
進化の中で成し遂げられたきた種の分化と機能的多様化(すなわち遺伝子
の多様性)によって支えられている｡しかしながら現在の人間社会から排
出される環境べの負荷は,地球生態系の素反応の容量をはるかに越えてお
り,人類の生存をも脅かす地球環境汚染という最大の危機的問題をもたら
している｡地球環境保全を目指す前提として,微生物を中心とした生命と
地球の共進化の歴史を正しく捉え,これからの人類と地球生態系との調和
的共存への道標とすることが求められる｡すなわち,この共進化の歴史を
振り返ることは未来(地球環境問題の行方)を予測することでもある｡
生物学や生命科学は,ともすればヒトという生物を中心に興味が注がれ
る傾向がある｡しかし, (微)生物進化の研究は生命の本質とは何か?地
球とは何か?という素朴な疑問に答えるのみならず,人類の集団的生存を
図1温泉に形成された紅色光合成細菌マット(左上),下水溝の藍色細菌マット
(右上),および温泉の硫黄芝マット(下)の中に見られる細菌の顕微鏡写真.
スケール-10/Jm｡
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かけた地球環境保全という現実的問題に向かい合う技術的対策や政治的判
断へ,基礎情報を付与とするという意味できわめて重要である｡
1.バイオマット研究の意義一微生物進化の視点から
微生物進化の研究においては,多細胞真核生物の場合のように化石と地
質年代から進化の道筋を辿るということは難しい｡となれば現存の微生物
に残されている機能や分子進化の痕跡(molecularfossil)を手繰り,系統
進化のシナリオを描くのが残された有力手段である｡問題は太古の時代の
初期進化に直結するような微生物を如何に探り当てるかということであ
る｡われわれはこの目的に適う研究対象の一つを自然界に形成されている
バイオマットに求めている｡ここでいうバイオマットとは,自然界の水屑
(または大気)と堆積物(底土)の境界面に厚さ1mm以上のマット状に形
成される微生物被膜(microbial mats)4)のことであり,われわれの視覚に
さまざまな大きさ,形状,色として捉えられ,顕微鏡下において多様な微
生物が観察される(図1)｡この被膜が非常に薄い場合にはバイオフィルム
(biofilms)と呼ばれることがあるが,バイオマットとバイオフィルムの境
界は明確でない｡バイオマットはさまざまな環境に発生し,その中でも食
物連鎖上捕食圧の小さい場所に特徴的に形成される傾向がある.7L-とえば,
温泉,塩濃度が高い湖やラグーン,潮干帯沿岸海域,渓流,海底熱水噴出
礼,強酸性水環境,乾燥した土や岩上などがそうであり,下水溝などの人
為的汚濁環境もまたバイオマット発生源である｡バイオマットは形成され
る環境と構成微生物の種類の違いによってさまざまな形態を示すが,大ま
かにいうと化学合成系(イオウ酸化系)マットと光合成系マットに分けら
れる｡前者はしばしばイオウ頼粒の沈着が起こるため灰白色の被膜となっ
て見える｡また後者では,いわゆる藻が一面に繁茂したような藍色細菌(シ
アノバクテリア)のマットや,赤やオレンジ色に着色したりブルーム"状の
非酸素発生型光合成細菌のマットが含まれる｡両者が混在して形成されて
いるマットも存在する｡またこれらの"生きた"バイオマットとは別に,太
古の時代に繁殖した藍色細菌のバイオマットが化石として残されている｡
この地質学的バイオマットがストロマトライトである｡
われわれが注目しているのはとくに高温条件下にあるバイオマットであ
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る｡なぜ高温環境なのか?それに対する問いは近年になって解明されつつ
ある生物界の泰子系統の中に求めることができる｡ 1977年, Woeseら5)は
16SrRNAのリボヌクレーゼ消化物の塩基配列(オリゴヌクレオチドカタ
ログ)の比較から,原核生物の中のある特定の分類群が系統的に他の細菌
とも真核生物とも同程度に異なる"第3の生物"として分類できるという,
特筆すべき発見をした｡これら第3の生物のカテゴリーに含まれる分類群
の多くが,地球の原始的環境に類似すると推定される極限環境に生息して
いることから,'原始的生物の意味を込めて古細菌(archaebacteria)と名付
図2. 16S rRNAの塩基配列に基づく原核生物の系統樹
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けられた｡後に5SrRNAの系統解析6,7)からも重複遺伝子によってコード
される保存性機能タンパクの複合系統樹8,9)の上からも,古細菌は"真性"
細菌よりも真核生物に系統的に近いことがわかり, 1990年Woeseら10)は
自ら報告した3着の進化的関係を修正した上で新たにBacteria, Archaea,
Eucalyaの3つのdomainとして提唱したo古細菌と真核生物の系統的類
縁性は,最近報告された伸長因子に基づく複合系統樹11)やメタン生成菌の
ゲノム解析12)で確定的となった0 2つの原核生物Bacteria (ここでは細菌
または真正細菌と呼ぶ)とArchaea (ここではそのまま古細菌と称する)は
共通の祖先から枝分かれしたと推定されるが,重要なことは系統樹上13)そ
の分岐点の近くから派生している菌は真正細菌,古細菌ともすべて超好熱
性菌(hyperthermophile)であり,しかも後から分岐している中温性原核
生物に比べて進化速度が遅いということである(図2参照)｡これは原始地
球が高温環境であったことも考え合わせると,すべての生物の祖先は好熱
性微生物であったと推定され1ト18),また遺伝子の進化に高温条件という選
択圧が強くのしかかっていたことが想像される｡現存する高温自然環境は,
いわば初期地球における始原生物の性質を引き継ぐ微生物の生き残りの場
であり,それらの中に存在する分子化石としての遺伝子や生化学的システ
ムを探ることは,生物進化を辿るための必然的作業である｡
地球環境形成,生命の起源,生物進化などといった地球史上の大イベン
トに対しては人類本来の知的好奇心があり,その過程で起こった重要な生
物学的イベント(たとえば光合成能の獲得と生物圏への影響)への基本的
興味もある｡本稿で示したバイオマットの研究データのカタログ化,デー
タベース化の第一の目的は,この分野の情報の共有化を促すことである｡こ
れにより,生命と地球の共進化についての解読作業が一層促進され,われ
われの基本的疑問に少しでも答えられることになろう｡
2.原始共生系モデルとしての温泉バイオマットと解析手段
高温･熱水環境やそれらに形成されるバイオマット中の微生物を系統的
かつ微生物生態学的に調査し,記録した例はまだ少ない｡この理由の一つ
として,古典的な分離培養技術がこのような環境の微生物にうまく機能し
ないことが挙げられるだろう｡現存する高温環境の一つとしては海洋底の
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熱水噴出孔(hydrothermal vent)が注目されており,イオウ酸化系バイオ
マットが存在すること19)や主に分子アプローチから多様な原核生物が生
息していることが判明している20･21)｡もう一つの重要な高温環境が温泉で
ある.世界的にはアメリカのイエローストーン公園の温泉バイオマットが
よく研究されており,分子アプローチの結果から,やはり多様な真正細菌
と古細菌が存在していることが報告されている22-25)｡火山列島である日本
は幸い多くの温泉とそこに形成されるバイオアットに恵まれており,上述
した目的の仕事にとっては格好の環境にある｡
温泉のような高温環境は捕食圧のない比較的少数の原核生物種のみから
図3.バイオマットの解析アプローチ
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構成される生態系と考えられる｡太古の時代においても原核生物のみが存
在する生態系(原始共生系26)と仮称している)が長く存続していたと推定
されるが,われわれは一つの試みとして,この原始共生系の概念を温泉バ
イオマットに投影させ,原始共生系モデルとして成り立つかどうか検証し
ている｡事実"硫黄芝"27-29)と称される世界的にも珍しいイオウ酸化細菌
の温泉バイオマット(図1参照)は,現在考えられる中で最古と思われる
細菌(後述)と,それに寄生するバクテリオファージ30･31)からなる非常に
単純な生態系であることが解明されつつある｡
さて,では如何にしてバイオマットを解析し情報化していくのか,その
解析アプローチの実際を要約したものが図3である｡バイオマット試料は
水質,有機物,鉱物,無機成分などの分析(地球化学,地質学的アプロー
チ)と平行して,微生物学的側面から多角的な解析を行ない,できる限り
の情報を収集する｡微生物学的アプローチでは,検鏡観察,培養分離など
の古典的技法で現場の微生物像に直接触れると同時に,培養を伴わない蛍
光プローブを使った顕微画像解析,バイオマーカー法による分析,遺伝子
の増幅分離と構造解析などを行なっていく｡これらのデータは直接または
適当な情報処理を施した上で,順次カタログ化していく｡
3.リポソームRNA遺伝子ライブラリーによるカタログ化
リボソームRNAの分子系統マーカーとしての有効性は,当初オリゴヌ
クレオチドカタログ法による系統解析によって指摘され,つづく小分子サ
ブユニットRNA(とくに16SrRNA)の塩基配列による系統研究でほぼ確
立した15)｡またPCR法登場のすぐ後には,自然界の微生物群集から直接得
られる16S rDNAライブラリーを利用して群集構造を探る32･33)ことも現
実のものとなった｡原核生物の16SrRNAの解析は猛烈な勢いで進行中で
あり, DDBJ/EMBL/GenBankの既存データベースにはすでに数千のデー
タが登録されている｡また16SrRNA情報専門のRibosomal Database
Project34)というデータベースも存在する｡分類の基本的枠組みも16S
rRNAの情報に基づいて再構築されつつあるので,現在は分離株の16S
rRNAの配列さえわかれば,その菌の大まかな分類学的所属が見当付けら
れる状況になっている｡また培養が難しい自然界の菌についても,
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図4. 16S rDNAライブラリーの解析結果に基づく硫黄芝細菌群集の系統
16SrDNAクローンが得られれば既知分類群との比較が可能であるし,こ
の分子情報と何らかの表現型データ(たとえば顕微鏡下の形態)とを合わ
せて,命名を伴う分類学的取り扱い35･36)もできるようになってきている｡
バイオマットの16SrDNAライブラリーの解析結果の一例として,岩手
県蟹場温泉の硫黄芝試料から得られた真正細菌12クローンの系統樹37)を
図4に示す｡解析した15クローンの中に明らかに超好熱細菌と思われるも
のが2つ存在した｡これらは従来知られているもっとも古い系統である
Aqulfex-Hydrogenobacter群16･38)とクラスターを形成するが,これらの既
知細菌属よりもかなり進化距離が離れており,しかも分岐点からの枝が短
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い｡したがって,現在まで知られている中で最古の細菌の一つであろうと
推定される｡これらのクローンの実体はまだ不明である｡しかし硫黄芝に
はイオウ酸化能を有する微好気性の大鎌型細菌27~29)の優占的存在が知ら
れており,最古のクローンの源が本菌である可能性もある｡これらとほぼ
同じ16S rDNA配列のクローンは地理的に離れた他の温泉硫黄芝からも
検出されている｡おそらく,太古の時代の超好熱微生物群集が温泉という
孤立した高温環境に取り残され,極限環境の選択圧の下でゆるやかに進化
してきた末喬が,これらのクローンで表される細菌ではなかろうか｡この
意味で温泉バイオマットは原始共生系モデルとしての可能性を秘めてい
図5. 16S rDNAライブラリーの解析結果に基づく活性汚泥細菌群集の系統
76
る｡図4には,グラム陽性菌やプロテオバクテリアのクローンも得られて
いることが示されているが,外的環境からの侵入者(いわゆるコンタミ菌)
であろう｡
温泉バイオマットの細菌と進化の道筋や生息環境の上で対極にあると考
えられるのが,人為的汚濁環境である下水や廃水処理系の微生物群集であ
る｡このような多種多様な有機性化合物に富む高汚濁環境は,地球史の中
で人類が高度文明社会を築くことによって初めて出現し,しかもそれは生
物進化の時間軸からみれば瞬時に起こった出来事である｡われわれは微生
物進化や地球生態系を多角的に評価するために,同時に汚濁環境の微生物
群集を対照として解析することを試みている｡幸か不幸か,下水に繁茂す
るバイオマットは下水道の普及で次第に見られなくなってきているので,
代わりに活性汚泥を対象として解析を進めている｡
図5には,脱リン処理に利用されている活性汚泥(いわゆる嫌気･好気
汚泥)の抽出DNAから得た, 16S rRNA遺伝子ライブラリー(ASBOOl
～ASBO34)の解析結果39)を一例として示す｡図示した系統樹にみられるよ
うに,活性汚泥にはさまざまな系統の細菌が存在するが,その中でもプロ
テオバクテリア,とくにβサブクラスの菌種が多い｡この系統の細菌は,下
水や都市近郊河川においても優占細菌としてみられる｡微生物進化の過程
で,中温･好気条件下の汚濁負荷にもっとも対応できる菌群として, βサブ
クラスのプロテオバクテリアが勢力を伸ばして来た様子が伺える｡活性汚
泥の16SrRNA遺伝子ライブラリーを解析してあらためて認識したこと
は,得られるクローンの塩基配列が予想以上に既知菌種のそれと一致しな
いことである｡既知のものと同一種であれば通常99%前後またはそれ以上
の相同性を示すはずだが,ほとんどの場合95%以下になる｡これは現在の
分類体系に照らし合わせると,属レベルでも一致するものがないというこ
とになる｡われわれの生活に比較的身近な廃水処理系でもこの結果である
から,培養技術に立脚してきた従来の環境微生物の情報が現場と如何にズ
レているか,言い換えればわれわれは如何に現場の細菌を知らないか-と
いうことになろう｡
活性汚泥から得られる16S rDNAクローンの多くが既知両種の配列と
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異なることは他の研究データにもみられる40,41)｡このような培養技術では
捉えられないが16S rDNAクローンで存在が示唆される細菌のカタログ
化は,廃水処理分野のみならず,微生物生態や進化研究分野にとっても意
義が大きい｡
4.バイオマーカーによるカタログ化
微生物菌体の構成成分を指標として現場の微生物の動態や群集構造を探
るバイオマーカー法は,化学分析が基本であるので前記の分子技法と比べ
て操作が容易であるという利点がある｡テルペノイド脂質の一種であるイ
ソプレノイドキノン(以下単にキノンと呼ぶ)はとくに有用なバイオマー
カーである42~44)｡キノンは生命におけるATP生成と共役する酸化還元反
応系(電子伝達系)の必須構成成分であることから,ほとんどの生物種に
存在する｡異なるエネルギー代謝系(好気呼吸,嫌気呼吸,光合成など)を
有する微生物には異なる骨格構造および酸化還元電位を有するキノン分子
種が存在する(図6参照)｡また分類群によっても,イソプレノイド側鎖の
長さや水素飽和度などが違うなど多様性がみられる｡化学分類の指標とし
MethlOnaquinone (MTK-n) -Rhodoquinone (RQ-n)
図6.細菌の電子伝達系キノンの化学構造
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図7.硫黄芝および活性汚泥のHPLC溶出キノンプロファイルo A,硫黄芝ユビ
キノン画分, B,活性汚泥ユビキノン画分; C,硫黄芝メナキノン画分, 0,
活性汚泥メナキノン画分｡キノンの略記については図6参照｡メナキノン分
子種における(Hx)はイソプレノイド側鎖の水素飽和度を示す｡
てのキノンの有用性はすでに認知されており,微生物種の記載における重
要な(ある分類群にとっては必須の)表現形質となっている｡ 16S rRNA
の系統樹にキノン骨格分子種の分布を当てはめると,分岐年代の古い系統
はメナキノン型の菌種で構成され,ユビキノン型の菌種はプロテオバクテ
リアの系統になってはじめて登場するように,キノン骨格型の違いが系統
を反映することがわかる45'｡したがって,現場試料から直接検出されるキノ
ン分子種の組成(キノンプロファイル)を解析すれば,その系における微
生物の量的分布,系統,群集構造,エネルギー代謝などについての有用な
情報を与えるはずである｡
図7には,先ほど取り上げた蟹場温泉バイオマットと活性汚泥について
同時に調べたキノンプロファイル37･48)を示す｡特筆すべきことは,温泉試
料のキノンプロファイルは比較的単純で,且つこのメナキノン画分からメ
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チオナキノンが検出されていることである｡この含硫ナフトキノンは好気
性好熱性独立栄養細菌であるHydrogenobacterに含まれていることが報
告されている46･47)｡温泉バイオマットにおけるメチオナキノンの存在は,
Hydrogenobacterと同系統であり且つ類似のエネルギー代謝を営む好熱性
細菌の生息を示しており,前述した16SrDNAライブラリーの解析結果と
一致する｡この系統の細菌の呼吸鎖については末だ断片的なデータしかな
く,メチオナキノンの役割も不明であるが,微生物の初期進化においてこ
のようなキノンを媒介とする酸素呼吸を行なう細菌がいたことを暗示させ
る｡
活性汚泥のキノンプロファイルは対照的に複雑(とくにメナキノン画分)
であるが,その中でもエビキノンー8や部分飽和型メナキノンをもつ細菌の
優占的存在が示唆される42~44･48)｡このエビキノン分子種はプロテオバクテ
リアのβサブクラス(一部γサブクラス)の菌種に存在することから,こ
の系統の細菌が活性汚泥の主要構成菌であることがわかり, 16SrDNAラ
イブラリーの解析結果とも矛盾しない｡また部分飽和型メナキノンはグラ
ム陽性細菌の高GC群(DNAのグアニン+シトシン含有率が高い菌群)に
由来する｡
既知分類群のキノン系のデータベース化も同時に計画されており49),こ
れらとバイオマットのキノンプロファイルを比較することにより,群集構
造の解析がより容易に行なえるものと考えられる｡
おわりに
原核生物の中では現在まで古細菌の2大系統群と15の細菌系統群(phy-
lum, division)が知られて11る｡それらの多くの系統群の中で,われわれ
多細胞真核生物と同じく酸素呼吸系をもっとも効率的に発達させた(進化
的に行き着いた)原核生物はプロテオバクテリアであろう｡おそらく,自
然界の中温･好気的環境でもっとも勢力を誇っているのも彼らであろう｡ま
た人間社会から排出される汚濁負荷に曝される環境においては, βサブク
ラスのプロテオバクテリアが物質の分解と循環に主要な働きをしているに
違いない｡
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-万,温泉のような現存の高温環境には,明らかに微生物の初期進化に
直結するような古い系統の原核生物種が生息している｡彼らは硫黄芝とい
う特異なバイオマットの形成に関わっている｡果たして温泉に形成される
これらのバイオマットが,地質学的マット構造であるストロマトライトに
代表される生物痕跡の生きた標本となり得るのか否かは,これからのデー
タの蓄積と地質学的情報との比較解析にまたなければならない｡温泉バイ
オマットを微生物学,分子生物学,生化学などのさまざまな角度から分析
し,分類し,為タログ化することによっで情報が高度に集約･共有化され,
生命一地球の共進化解読へ大きく貢献するものと信ずる｡またこれらの情
報が,進化がたどり着いた現在の地球生態系の評価の基となり,地球環境
と共に人類が未来へ向かう道標となり得ることを期待したい｡
バイオマットについて得られた遺伝子解析データは無論既存のデータ
ベース機関(DDBJ/EMBL/GenBank)に登録される｡個々の情報やカタ
ログ化の進捗状況は活字論文という手段のみならず,インターネットにお
いてもホームページを設け順次公開していく.またデジタ)i,映像のデー一夕
はCD-ROMとして保存配布することも計画している｡
本稿で紹介したバイオマットの研究とカタログ化は,加藤憲二(信州大
学医療技術短期大学部),川上伸一(岐阜大学教育学部),清水　晃(奈良
女子大学理学部),高野雅夫(名古屋大学理学部),千滴　博(国際基督教
大学),および牧陽之助(岩手大学人文科学部)の諸氏との共同作業で推し
進められている｡各氏の貴重なご意見とご助言に対し深く感謝したい0
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転移因子による耐性遺伝子群と
分解系遺伝子群の拡散と
環境適応
津　田　雅　孝
細菌に特有の多種多様の形質のうちでも,種を越えたレベルで形質が容
易に水平伝播されるとともに,さらに環境変化に迅速に適応して容易に新
たな形質を生み出す代表例として,抗生物質に対する耐性と土壌細菌の難
分解性化合物分解能がある｡一般的な形質遺伝子での通常の突然変異の蓄
積が新しい機能を獲得した遺伝子を創生することは言うまでもないが,上
記の2種の形質の迅速な拡散や環境適応化･進化には,突然変異の蓄積に
加え,形質遺伝子の可塑性･可動性に基づくダイナミズムの寄与が大きい｡
本章では,このような耐性遺伝子群と分解系遺伝子群のダイナミズムに対
するトランスポゾンの役割の関与に焦点をあてて述べる｡
1.細菌のトランスポゾン
ほぼすべての生物で認められるトランスポゾンは,レプリコンの同一性
に関係なく,ある部位から他部位に転移できる可動遺伝因子群であり,各
種の突然変異の誘発や遺伝子発現の調節のみならず,欠失,重複,逆位,レ
プリコンの融合などのゲ′ムの再構成を誘起する1,2)｡また, 1つの細胞内に
同一のトランスポゾンが2つ存在すると,宿主の相同的組換え系により1
対のトランスポゾン間での相互的組換えがおき,結果的に上に述べたのと
同様のゲノムの大規模な再編成が誘発されることもある｡
細菌のトランスポゾンは, (1)転移の前後を問わず,一定の構造を保ち,
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(2)転移に際して供与DNAと標的DNA間の遺伝的相同性を必要としな
いという2つの性質を最低限持ち合わせている1,2)｡トランスポゾンは通
常,自身の転移に必要な酵素(秤)をコードしているが,他のトランスポ
ゾンがコードする酵素により転移が初めて可能になる欠損トランスポゾン
も数多くある｡構造と転移機構に立脚してトランスポゾンを分類した場
令,数個の型に分類できるが,大多数は, Ⅰ型のIS (Insertion Sequence,
挿入配列)とその複合トランスポゾン, II型のyトランスポゾン,そして伝
達性トランスポゾン(conjugativetransposons)に属する｡通常2kb以下
のISは転移酵素以外には他の生理機能をコードしない転移因子である｡
転移以外の生理機能をコードした遺伝子(群)が2コピーの同種のISによ
り挟まれ,全体がひとつの転移単位として挙動できるようになったものが
IS複合トランスポゾンであるが,挟まれる遺伝子(秤)は多様性に富み,秦
剤耐性や毒素産生,クエン酸代謝,難分解性化合物代謝経路の一部の遺伝
子が兄いーだされている｡介在する各種の塩基配列には共通の構造･塩基配
列は認められず, 2個のISが種々の形質遺伝子を｢偶然｣挟むことでIS複
合トランスポゾンが生じたと考えられている｡このⅠ型トランスポゾン群
の転移は,主として,転移酵素の働きで供与DNAから切り出されたトラン
スポゾンが,複製することなく,標的DNAに挿入される(cutandpaste
model)ことによりおきると考えられている｡
Ⅰ型トランスポゾンと比べた場合, ⅠⅠ型のトランスポゾン上に存在する
形質遺伝子は重金属か抗生物質耐性の遺伝子が殆どである｡この型のトラ
ンスポゾンは,両末端に40 bp前後の逆向き繰返し配列(Inverted Repeat,
IR)を持ち,通常,転移に必要な2種の酵素,トランスポーゼ-ス(TnpA)
とレゾルベース(TnpR)をコードする｡ ⅠⅠ型のトランスポゾンは2段階の
過程を経て転移する(図1)｡前半段階は, 2コピーに複製倍加したトラン
スポゾンを介して供与及び標的レプリコンが連結された融合体(cointe-
grate)の形成であり, TnpAが触媒するこの融合体形成には,末端IRの
存在が必要である｡後半段階は供与レプリコンとトランスポゾンの挿入を
受けた標的レプリコンへの融合体の解離である｡この解離は,倍加してい
るトランスポゾン内のres (resolutionsite)領域にある特定の部位間での
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図1 ⅠⅠ型トランスポゾンの転移機構と進化系統樹
A.転移機構｡トランスポゾンは四角で示し,その方向性を矢印で表した｡ま
た●は, res領域を示す. B.系統樹.分解トランスポゾンを主眼にした系
統樹は転移関連遺伝子の機能的互換性により作製した｡互換性の区分は縦
線で示した｡
相互的組換えを,部位特異的組換え酵素であるTnpRが触媒することによ
りおきる｡ II型のトランスポゾンの中にはres領域やIRの塩基配列が高
い相同性を有し,さらに融合体形成並びに解離酵素に関して機能的互換性
を示す亜群が存在し,このような関係に基づき,トランスポゾンの進化系
統樹を描くことができる(図1)｡多くのものはTn3亜群或いはTn21亜
群に属し,各亜群内ではTnpR機能の互換性がある(図2)｡ーTn21亜群は,
TnpA機能の互換性をもとに,さらに, Tn21分科とTn1722分科に分類
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図2　分解トランスポゾンを含む代表的なII型トランスポゾン
A: tnpA,R･ fnPR,S: tnpS,T: tnpT,●: res,黒三角: IR,白抜き三
角: IS1246,U:上流オペロン, L,下流オペロンo Ap, Hg,Sm,Su,Tc
は各々,アンピシリン,水銀,ストレプトマイシン,サルファ剤,テトラサ
イクリン耐性遺伝子｡矢印は遺伝子やオペロンの転写方向｡
される｡ TnpA或いはTnpR機能で互換性があるトランスポゾン間では,
各酵素のアミノ酸配列や基質となる末端IRやres領域の塩基配列の相同
性が高いのが一般的である3･4)0
現在までに同定されたII型トランスポゾンではTn21分科に属する耐
性トランスポゾンが圧倒的に多いが,この分科に属するトランスポゾンの
多くは水銀耐性遺伝子群とサルファ剤耐性遺伝子(sul)をほぼ共通して担
うとともに,他の様々な耐性遺伝子をsulに隣接した領域に担っている3)0
細菌における部位特異的組換え酵素群は,その構造と作用機作の観点から,
上述のTnpRに代表されるグループと,潜原化ファージDNAが染色体に
組み込まれる際に働くインテグラ-ゼに代表されるグループに大別され
る1･2,5)o　前者グループが分子内の組換えのみを触媒するのに対し,後者グ
ループはさらに分子間の組換えをも触媒できる｡ Tn21分科トランスポゾ
ンのsulとreLblの間には,後者インテグラ-ゼ群に属する酵素の遺伝子int
が存在し,さらに多様性が存在する耐性遺伝子の両末端にはこのIntが作
用できる共通塩基配列が認められる｡このような共通塩基配列で囲まれた
多様な耐性遺伝子の一つがHgenecassetteHとして, Int機能によりintと
Lmlの間の特定の領域に部位特異的に挿入されたり,また逆に環状DNA
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として切り出されたりすることが, Tn21分科に担われる耐性遺伝子の多
様化の最も主たる機構である3,6)｡こうして同定されたgenecassetteとint
の組み合わせはインテグロンと命名されているが,このような可動性
DNA因子であるインテグロンはTn21分科のトランスポゾン上に固有に
存在するのではなく,多くの耐性プラスミド上にも広範に分布することが
最近判明してきた6)0
伝達性プラスミドの介在なしにひとつの細胞ゲノムから他の細胞のゲノ
ムに転移が可能な伝達性トランスポゾンは,グラム陽性球菌やヒトや動物
の腸内に広範に分布するグラム陰性菌であるBacteroidesで一般的なトラ
ンスポゾンである7)｡上述の2つの型のトランスポゾンに比べたときの伝
達性トランスポゾンのユニークな点として,供与DNAからの切り出しや
標的DNAへの挿入に必要なIntやXis,そして,トランスポゾンの接合伝
達に必要な遺伝子群をコードしていることがあげられる｡伝達性トランス
ポゾンの他細胞ゲノムへの転移は, IntとXisにより供与菌のゲノムから
切り出されて環状化したトランスポゾンがローリングサークル型複製を伴
う接合伝達により受容菌の細胞内に伝達された後,再び二重鎖の環状化
DNAになり, Intの作用により標的DNAに組み込まれることに-より起き
る｡トランスポゾンの切り出しと組込み機構は溶原化ファージDNAと染
色体DNA間でのそれらと,また,トランスポゾンの細胞間での接合伝達機
構は伝達性プラスミドのそれと基本的には同様であると見なされている｡
伝達性トランスポゾンには幾種かの抗生物質耐性遺伝子やショ糖分解遺伝
子群などが担われるが,これらの遺伝子がトランスポゾン内に取り込まれ
る積極的分子機構が存在するか否かは不明である｡
2.耐性遺伝子の拡散･適応進化
20世紀中盤でのペニシリンに始まる抗生物質の発見と医療への実用化
は,病原細菌に対する我々の恐怖感からの解放に大きく貢献した｡しかし
ながら,人類と病原細菌の戦いは今も継続されている｡すなわち,抗生物
質の大量使用化に伴い,これらの抗生物質に耐性を示す各種細菌が検出さ
れる割合が急激に増加した｡この状況に対して人類は新規抗生物質の開発
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をすることで対抗を試みているが,各種細菌はこれら新規物質への耐性を
短時間で獲得することで抵抗している8)｡明らかに進化的祖先を共通にす
る耐性遺伝子がグラム陽性･陰性を問わず広範な細菌種で染色体或いは伝
達性プラスミド上に存在し,さらに,これらの耐性遺伝子がトランスポゾ
ン上に存在することも希ではない9)｡一方,各種の伝達性プラスミドの研
究から,複製･維持に関して極めて広宿主域をもつプラスミドがグラム陽
性･陰性菌の双方に多く存在し,また,複製∵維持の宿主域がさほど広く
なくてもグラム陽性菌と陰性菌間での接合伝達が可能なプラスミドがやは
り存在することが明らかになってきた10)｡これらの知見と,抗生物質大量
使用化以前に収集された各種細菌には抗生物質耐性遺伝子が検出されるこ
とは希であること7,8)をも考えあわせると,種を越えた抗生物質耐性遺伝子
の水平伝播がトランスポゾンとプラスミドの組み合わせで近年急激に起き
た結果,各種細菌での急激な抗生物質耐性化に繋がっていると考えられる｡
抗生物質耐性遺伝子の究極的由来として放線菌頬,特にStylePtomycesが想
定されている9,10)｡土壌中に棲息する放線菌には抗生物質産生菌が多いこ
とが知られ,抗生物質を菌体外に分泌して他の菌類に対して優位な生存環
境を作り出している｡この際に抗生物質耐性遺伝子をも発現させることで,
自身が抗生物質でダメージを受けないようにしている｡このうちの耐性遺
伝子のみが,多くのグラム陽性菌がもつ自然形質転換能により他の土壌性
グラム陽性梓菌･球菌に取り込まれたか,或いは,放線菌内で水平伝播の
可能なトランスポゾンかプラスミドに取り込まれて他の土壌性グラム陽性
菌に伝達されたかが,初期の種を越えた遺伝子交換であったと考えられる｡
その後は,後者の水平伝播の機構で土壌中でのグラム陰性菌や,ヒト･動
物の消化管内で腸内細菌に耐性遺伝子が急激に伝播されたと考えられる｡
さらにヒトや家畜動物に対する抗生物質の大量使用が強い淘汰圧として働
き,耐性菌の割合が飛躍的に上昇すると同時にこのようなたいへん強い選
択淘汰圧は,宿主細胞がもつミスマッチ修復系等を動員させて11)耐性遺伝
子に突然変異を蓄積させ,耐性スペクトラムが,質的或いは量的に増加し
た耐性酵素遺伝子を急速に進化させてきたと考えられる｡
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3.分解遺伝子群の特徴･分布と動態
Pseudomonas属をはじめとした土壌細菌の示す物質分解能は驚くべき
ほど多様であり,かつては自然界に存在しなかった各種の人工の難分解性
有機化合物やそれらのハロゲン誘導体を分解できる株が数多く兄いだされ
ている｡このような難分解性有機化合物の中でも,ベンゼン,トルエン,キ
シレン,フェノールなどの単環芳香族化合物やナフタレンやビフェニルな
どの多環芳香族化合物の分解系の生化学的及び分子遺伝学的研究が詳細に
なされてきた｡各々の分解菌がもつ各分解系の研究と分解系全体の比較か
ら次のような共通性が明らかになりつつある11~22)｡ (1)完全分解には一
連の酵素群が必要だが,同一の基質が様々の菌株により完全分解されるた
めに関与する経路と酵素群は,基本的には同一である｡ (2)各々の基質は
それぞれに固有の酵素群の働きによりいずれもカテコールにまで分解され
る｡カテコールは,オルソ開環またはメタ開環のいずれかを経て完全分解
されるが,メタ開環以降で同一の分解経路が採用され,この経路の酵素群
は最初の基質に関係なく極めて類似性が高い｡ (3)対応する遺伝子群は1
-2個のオペロンに組織化されるが,酵素群の固有性と類似性は遺伝子群
レベルにまで適用できる｡ (4)これらの遺伝子群は最初の基質が誘導物質
となるpositive regulationにより発現する場合が多い｡ (4)これらの分
解系遺伝子群は染色体に担われることもあるが,分解プラスミドと総称さ
れる巨大なプラスミド上に担われることも希ではない｡ (5)ある種のトル
エン分解系の最初の酵素をコードする遺伝子群は,ナフタレンやビフェニ
ルなどの最初の酵素をコードする遺伝子群と明らかな進化的類縁性を有す
る｡このようにしてみると:各種の芳香族化合物の分解系遺伝子群は,プ
ロトタイプの遺伝子群が,点突然変異のみならず,様々の大規模な再編成
化現象を経て進化した結果,成立したとみなすことができる｡このような
芳香族化合物分解系で見られた特色は,その塩素化誘導体(クロロベンゼ
ン類,クロロ安息香酸類, 2,4-D,PCB等)分解系にも基本的にはあてはま
る11･14･21)o　いずれの基質も固有の経路でクロロカテコールにまで分解され
た後,その後は,互いの共通性が極めて高い修飾オルソ開環経路により完
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全分解される｡分解経路に関する独自性と共通性は酵素群並びに遺伝子群
レベルに対応付けが可能であり,互いの類縁関係が高い各々の修飾オルソ
開環経路遺伝子群は広範な土壌細菌の染色体にコードされるカテコールの
オルソ開環経路遺伝子群と進化的祖先の共通性が示されている11,14･20)0
以上のような種々の難分解性化合物を人類が大量に生産し,自然界に放
出･汚染したのは20世紀以降のことであるが,最近の研究によれば,この
ような化合物に一度も汚染されたことのない環境からでも,ビフェニルや
2,4-Dなどの分解菌をグラム陽性･陰性を問わず,広範な細菌種から容易
に分離できることが判明してきた14)｡このことは,すでに述べた耐性遺伝
子の近年における急激な拡散とは異なり, "難分解性化合物"を支配する
遺伝子群は古くから自然界で存在しており,土壌細菌が昔からこのような
人工物質に似た構造をもつ天然の芳香族化合物の分解能を保持し続けるこ
とが生存に有利であったことを意味し,人類の文明の進歩が,このような
遺伝子群のさらなる拡散を加速させたと見なすことができよう｡ハロ化し
ていない単環及び多環芳香族化合物は=キノコ"によりある程度分解され
たリグニンの低分子誘導体と極めて類似した構造をもつことから, =難分
解性芳香族化合物"分解菌の示す分解能の"本来の=基質はリグニンの低
分子誘導体である可能性が極めて高い｡
難分解性化合物の分解遺伝子群自体の解析の当初から,このような遺伝
子群は種々の再編成化現象を示すことが知られていた20'｡特に,染色体に
比べて構造的可塑性が許容されるプラスミド上に分解系遺伝子群が存在す
る場合には,プラスミド保有株から分解能の質的または量的拡大誘導体株
の作製をおこなうことで,分解遺伝子群を含むDNA領域の欠夫や重複,
逆位,他レプリコンへの挿入などの大規模の再編成化現象を容易に検出で
きる13･15･20,22-24)｡これらの再編成化の分子機構として複数の遺伝的組換え
機構の関与が想定されているが,挿入現象に関してはトランスポゾンの関
与が示唆されていた15･25-27)｡しかしその明確な提示はなかったため,筆者
は,キシレンやトルエン,ナフタレンなどの分解遺伝子群をもつプラスミ
ド上の当該遺伝子群の挿入現象を検討した23,24,28~31)｡実際には,キシレン･
トルエン分解(xyl)遺伝子群を担うTOLプラスミド群のうち, xyl遺伝子
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TOL plasmids
pwwo　　　　　　　⊂>一旦一一一　　し　, }ゝE,] Inc,-,
pww53　⊂　L FJBト虹一十コ　L F NotIncP-,
pDKl　. L　　　▲芝B_且.■　　　　　　　　　,
NAH plasmlds
NAH7　　　L U F且　L Fコ　　IncP_9
pww60-22　　- U　き　　て　L　　　且　】ncp_9
図3　TOL及びNAIiプラスミド上での分解遺伝子群
U'上流オペロン,L,下流オペロン｡SはxylS,RはxylRまたはnahRで,
これらは両オペロン転写に必要な正の制御遺伝子である｡遺伝子やオペロ
ンの転写方向は矢印で,転移領域は括弧で囲んだo IS1246は白抜き三角で
示し,またプラスミドが属する不和合性グループを右端に示した｡
群の詳細な解析が行われてきた2種のプラスミドpWWOとpWW53上の
分解遺伝子群13-15),そしてNAHと総称されるナフタレン分解プラスミド
群で最も研究されているNAH7上の分解遺伝子群12,16)を解析してきた
(図3)0 3種のプラスミドともP.putidaに由来するが, pWWOとNAH7
とはともに同一の不和合群(IncP-9)に属する広宿主域伝達性プラスミド
で,分解遺伝子群以外の領域での構造は類似しており,一方, pWW53はこ
れらとは不和合性の異なる非伝達性プラスミドである32)0 pWWOと
pWW53はともに,キシレンをト)レイル酸にまで変換する酵素群をコード
する上流オペロン,トルイル酸をカテコール経由でTCA回路産物にまで
変換する酵素群をコードする下流オペロン,そして2つの発現制御遺伝子
を持つが,両TOLプラスミド間での各オペロンの塩基配列の相同性は極
めて高い｡ただ,両者のプラスミドは上流･下流オペロン.の相対的方向と
下流オペロンのコピー数にヰ目遠があるとともに,分解遺伝子群以外の領域
での構造的類似性はない｡一方, NAH7上のナフタレン(nah)分解遺伝
子群は,ナフタレンをサルチル酸に変換するための上流オペロン,サリチ
ル酸をカテコール経由で完全分解するための下流オペロンより構成され
る｡ TOLとNAHプラスミド群が支配するカテコール以降の代謝経路は
同一であり,また,対応する分解遺伝子群の塩基配列は両プラスミド群で
極めて高い保存性がある｡
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表1 TOLとNAH7上の分解トランスポゾン
tiJ>Xプラスミドマーカー大きさ農o's融合体形成融合体解離　特徴
Tn4651　pWWO　トルエン　56kb　46bp tnpA LnPS-res-　Tn4653内に存
(new)　tspT(New)荏
Tn46-53　pWWO　トルエン　70kb　38bp lnj,A lnPR resに欠損
(Tn7722) (Tn7722)
Tn46-L%-　pWW53トルエン　39kb　38bp tn♪A res-tnPR　再編成を
(Tn1722) (Tn1722)経て形成
Tn4655　NAH7　ナフタリン　37kb　38bp Nonje res-tnPR Tn1722型
(Tn1722) (New)　re5-lnf,R tnL)A
を欠失インテグ
ラーゼ型解離系
機能的互換性のあるII型トランスポゾンのサブグループを括弧内に示したQ
筆者は,大腸菌recA株背景下で, pWWO上の分解遺伝子群は2種のト
ランスポゾンTn4651とTn4653上に, NAH7のそれはTn4655に存在
し,また･pWW53上の1セットのxyl遺伝子群もトランスポゾン
(Tn4656)の性質を獲得することを兄いだした｡ 4つの分解トランスポゾ
ン(図2,表1)は,いずれもⅠⅠ型トランスポゾンが共通してもつ性質を基
本的に保持していた｡すなわち, 4種も,両末端に40bp前後の短いIRsを
持ち,完全な転移は2つの過程,すなわち, TnpAがIRsに作用してトラ
ンスポゾンの倍加を伴う融合体が形成される前半過程と,融合体上で倍加
しているトランスポゾン内のres領域間での部位特異的組換え反応により
融合体が解離する後半過程から構成されていた(図1)0
このような分解トランスポゾンの同定により,かねてより環境中や実験
室内で認められていたxyl遺伝子群やnah遺伝子群の各種土壌細菌染色
体やプラスミドへの挿入現象のほとんどが,トランスポゾンの転移現象に
ょり容易に説明できるようになった22-27'｡また,同一のxyl遺伝子群や
nah遺伝子群が広範な土壌細菌種の染色体或いはプラスミド上に分布して
いる15･16'ことは,これら遺伝子群がトランスポゾンとして実際に種を越え
て自然界でも転移していることを強く示唆する｡
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4.分解トランスポゾンの性質
pWWO上のxyl遺伝子群は56kbのTn4651内に存在し,さらに
Tn4651は70kbのTn4653に包まれている(図2)｡しかし, Tn4651と
Tn4653がIRをひとつずつ使ってハイブリッドトランスポゾンを形成す
ることはない｡ Tn4651は, (a)具体的機能の詳細が不明のtnPS及び
tnpTの両遺伝子産物を融合体解離に必要とする, (b) tnpT-resJnPSの
領域がJnPAから48kbも離れて存在する, (C)転移関連機能は既知のⅠⅠ
型トランスポゾンのそれらとは互換性をもたない特徴から, ⅠⅠ型トランス
ポゾン群の中でも,既知の亜群に属さないトランスポゾンであるとみなさ
れている(図1)0 Tn4653の右端にコードされるTnpAは, Tn1722分科
(図1)のTnpAと機能的互換性を示し,またTn4653のIRはこの分科の
IRと塩基配列に関して極めて高い相同性を示す｡ Tn4653のtnPAの上流
には解離酵素遺伝子tnf,Rがあり,このTnpRとTn1722のTnpRとでは
アミノ酸配列が同一である｡ Tn4653の野生型tnpRはTn1722のInPR
突然変異を相補するにも関わらず, Tn4653により形成される融合体の解
離にTn4653のTnpR自身は関与できず,内在するTn4651の-融合体解
離系が使用される(図2)｡ Tn4653のTnpRが自身に対して機能できない
のは, tnPRのすぐ上流に存在する=71eS"領域において融合体の特異的解離
部位に必要な30bp程の塩基配列を欠失していることに起因する｡Tn4651
内のxyl遺伝子を含む39kbのDNA領域は順向き配向の2コピーの挿入
配列IS1246で囲まれており,このIS間での相互的組換えにより39kb領
域の特異的欠矢が高頻度でおきる15123)｡しかし, IS1246単華での転移能や
2コピーのIS1246と介在領域が一体化した形での転移能は検討されてい
ない｡
NAH7上のnah遺伝子群を担う37kbのII型トランスポゾンTn4655
は,融合体形成に欠損をもち, Tn1722分科のTnpA供給時にのみ転移で
きる(図2)o Tn4655のIRsはTn1722分科のIRsと極めて相同性の高い
構造をもつが, Tn1722分科のinPA-tnpR-res領域と相同性を示す塩基
配列を全く持たない｡さらに, Tn4655が自前でコードする融合体部位特
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異的解離系は既知のⅠⅠ型トランスポゾンの解離系とは機能的互換性を示
さないとともに,通常のⅠⅠ型トランスポゾンの解離系が分子内の部位特異
的解離のみを行う1･2)のに対し, Tn4655の解離系は逆反応である分子間の
部位特異的組込みをも触媒できる｡この両方向性の部位特異的組換え活性
を持つ点でTn4655のTnpRは, 2グループある部位特異的組換え酵素群
のうちでもインテグラ-ゼ型の性質を持ち合わせている｡実際の構造的側
面でも, Tn4655のTnpRはインテグラ-ゼ群が共通に保持するアミノ酸
配列モチーフをもち,溶原化ファージのインテグラ-ゼとも全体のアミノ
酸配列に明らかな進化的類縁性を示す1･5･6)o
キシレン･トルエンを完全分解するために必要なpWW53由来の1セッ
トのxyl遺伝子群も,他のレプリコン挿入後は,融合体形成系と解離系に関
してTn17:22分科と機能的互換性を示すⅠⅠ型のトランスポゾン
(Tn4656,39kb)としての性質を示す(図2)｡ただ, pWW53上に存在す
る2コピーの下流オペロンのうち, 1コピーのみがTn4656内に取り込ま
れている｡最近, Tn4656上でres領域よりも左側のxyl遺伝子群を含む
35kb断片と右側の4kbの転移関連領域(res-tnpR-tnPA-IR)断片は
pww53上では隣接しておらず,かけ離れたところに存在していることを
示す知見を得た｡ 2つのDNA断片のTn4656形成時における隣接化機構
は現時点では不明である｡
5.分解トランスポゾンの進化
筆者が解析した3種のプラスミド上の分解遺伝子群はいずれも,テトラ
サイクリン耐性と走化性の遺伝子を担うTn1721や水銀耐性をコードす
るTn501が属するTn17:22分科のトランスポゾン上に存在している(表
1)が,これらトランスポゾンの進化的形成過程は決して単純ではなく,祖
先型の転移関連遺伝子群自身が再編成化されてきたようである. Tn4653
の場合には, (a) res領域の部分的欠損と(b) Tn4651或いはその祖先
型トランスポゾンの挿入, Tn4656の場合にはxyl遺伝子群と転移関連遺
伝子群との隣接化, Tn4655の場合には, (a)祖先型からの(res-tnPR-
tnpA)断片の欠失, (b)インテグラ-ゼ型の部位特異的組換え系遺伝子群
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の挿入, (C)分解遺伝子群の挿入があったと考えられる｡ ⅠⅠ型トランスポ
ゾンの中でもTn21分科に担われる薬剤耐性遺伝子の多様性は, Intが
種々の薬剤耐性遺伝子gene cassetteをトランスポゾン内に特異的に挿入
させることに起因することを既に記した｡ Tn4655のTnpRがインテグ
ラ-ゼ型の部位特異的組換え酵素であることを考慮すると, Tn4655の
nah遺伝子群全体かその一部がgene cassetteとしてTn1722の祖先型に
挿入された可能性も否定できない｡このような…cassette"として, xylや
nahのオペロン単位での｢モジュール｣説を考慮することができる13-15･19･20)｡
pWW53やpWWOを初めとした様々なTOLプラスミド間や様々の
NAHプラスミド間では上流･下流オペロンの相対的方向と各オペロンの
コピー数に相違があるという知見13,15･34)や,特定のナフタレン分解菌では
上流と下流のオペロンが染色体とプラスミドに別個に位置する知見16)等
から,この説が提唱されている｡ただ,現時点ではモジュールが可動性で
あるか否かの実験的追求はなされてはいないため, (1)このような各モ
ジュールの隣接･集合化が予め別の場所で起こり,ブロックとしてトラン
スポゾン内に挿入されてTn4651やTn4653, Tn4655が形成されたの
か, (2)トランスポゾン内に各モジュールが逐次的に挿入されてきたか,
そしてまた, (3)モジュール間での組換えがおきたのかは不明である.い
ずれにせよ,筆者が同定した3種の分解トランスポゾンはTn1722分科に
担われる形質遺伝子の多様性の分子機構を追求する際に役立つと考えられ
る｡もっとも,筆者が解析したのは3種のプラスミド上の分解遺伝子群の
転移についてにすぎず,他のプラスミドや染色体にコードされるxyl遺伝
子群やnah遺伝子群がII型のトランスポゾンに支配されているのか,さ
らには他の難分解性香族化合物分解遺伝子群もⅠⅠ型のトランスポゾン上
にあるのかは,興味深いところである｡分解遺伝子群の幾つかがトランス
ポゾン支配ではないかという報告がある13,15･19)が,その証明はまだないこ
とから,このような分解遺伝子群の転移の検討を遂行することで, ⅠⅠ型の
分解トランスポゾンの普遍的存在の有無の妥当性を検証できよう｡
耐性トランスポゾンはそれらの構造と転移機構の点で幾つかに大別され
るように, ⅠⅠ型トランスポゾンに属さない分解系トランスポゾンが最近報
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表2　他の分解トランスポゾン(37.57)
トラン　大きさ
ポゾン　(kb)代謝マーカー　　　細菌属　　存在位置　　　型　　　　　特徴
型が既知
Tn951 16.6
Tn3411　7A
Tn5271 17
Tn52g)　51
Tn.5276　70
型が不明
Tn5272　不明
ラクト-ス
クエン酸
クロロ安息香酸
クロロベンゼン
ショ糖
クロロ安息香酸
Yey.slnia　　　プラスミド　II型
Escherl-chia　プラスミドIS複合型
AIcdigenes　プラスミドIS複合型
PseudL)mOnaS　プラス1ドlS複合型
Lactococcus　　染色体　　接合型
Pseudomonas　プラスミド
Tn4371　6O　タロロビフェニルAIcaligenes　　染色体
Tn4372　60　クロロビフェニルAIcallgeneJ　　染色体
tnpAに欠損
IS3411
(1 3kb, Direct)
lSIO71
(3 2kb, Direct)
IS 1066
(1.1kb, Direct)
Tn5271を含む
告されてーきた(表2)14･20･23･24).転移機構が不明のトランスポゾンを除外する
と,これら分解トランスポゾンの多くは1セットのISで囲まれたIS複令
型トランスポゾンである｡これらの分解系トランスポゾンでは分解遺伝子
群の一部のみが担われていること20-24)から,その進化的成立には｢偶然｣的
要素が関与している可能性が高い｡
自然界での抗生物質や重金属耐性遺伝子の急激な流布と進化の重要な駆
動力は,トランスポゾンとプラスミドという2種の遺伝因子の種を越えた
効率的な水平伝播と,両因子上で高頻度でおきる各種突然変異である9)が,
同様の状況が,最近の環境汚染に伴う土壌細菌での難分解性化合物分解遺
伝子群の急激な流布･進化,そして新規物質分解への迅速な適応に関与し
ていると言えようか　ただ分解系では,耐性系とは異なり,分解系経路が一
連の遺伝子産物によるsequentialな反応によりなされ,なおかつこれらの
遺伝子群の協調的発現が分解基質により厳密に遺伝子転写段階で制御され
ており,これらの分解系遺伝子群の拡散と環境適応･進化に対しては,本
稿で触れなかった遺伝子変換現象或いは重複現象等も深く関与しているこ
と11･13･15~17･20)をつけ加えておきたい..
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水俣と世界の接点:水銀耐性遺伝子
にみられる遺伝情報の拡散
遠藤　銀朗*･中村　邦彦**
は　じ　め　に
原始生命体の誕生は地球上の限られた場所でなされたのかそれとも同時
に多発的になされたのかは未だ謎である｡またその後の生物の進化の過程
で,限られた原始生命体の遺伝子から今日みられるような様々な遺伝子群
へと多様性を増していったのか,それとも同時に生まれたある程度多様な
遺伝子群の無数の組み合わせからさらに多様な遺伝子群を生みだすに至っ
たのかについても知られていない｡また,生物の種の淘汰と同時に遺伝子
の淘汰もなされたと考えられるが,太古におけるこのような淘汰1こついて
は原始生命体が生まれたときと同じように有機物や無機物の存在といった
物質環境や温度,酸化還元状態,水素イオン濃度のような物理的環境が大
きく関係したものと考えられる｡しかし結果的には,情報としての遺伝子
は地球上の全ての生物について4種のヌクレオチドの配列によって示さ
れ,情報の垂直伝達のルールおよび遺伝情報の発現のルールが確立される
など,情報の伝達と処理の仕方は統一され共通化されてきている｡自然の
中で新たに作られる情報として,遺伝情報はある意味で特殊かもしれない｡
それは伝達する間に変化し新たに組み変えられ,処理されて新たなアウト
プットを産みだすとともに新たな情報自身をも生みだしている｡
このように情報それ自身が新たな情報を生みだすことを加味せざるをえ
ないことは,遺伝子の情報としての伝達のダイナミズムを特徴づけている｡
*東北学院大学工学部･ **　国立水俣病総合研究センター
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しかし,このことについての一般的な原則は遺伝情報の成立原則や処理原
則のようには末だ正確には理解されていない｡ここでは細菌の水銀耐性遺
伝子という極めて限られた遺伝子を例としてとりあげるが,そこから敷街
して遺伝情報の伝達のダイナミズムを考察することを試みたい｡
水銀耐性細菌の水銀耐性オペロンの構造と多様性
これまで知られている細菌にみられる水銀耐性遺伝子は,それがプラス
ミド上にコードされたものであれ染色体上にコードされたものであれ制御
[重要コ'･･423 ,･･'
435　　　　　　35 1　　　276　　　　　　　　　1695　　　　　　　　　　　363
435　　　　　35 1　　276　　　　　　　1686　　　　　　　　366
Tn2 1
Tnj()∫
pDU1358
(Gnm negative)　435
pl25 8
(Gram positive)
BaciLELLS
chromosomal
ThLobacLILLus
chromosomal
351　　　276
(merT?)
1680　　　　''11. 366
..･′ 639 ㌔,
[:壷亘コ
405　　　483　　　678　　　384　　　　　1 64 1　　　　　　648
132　　90　　　99　　　115
苧''... ･
631 ･･･ 2.5kb.･･.､218
図1これまで知られている細菌の水銀耐性オペロンの構造の類似性と多様件の
例日2)3)4)5)6)｡下段の数字は各遺伝子のヌクレオチド数を示す｡
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遺伝子を含む複数の遺伝子からなるオペロンとして構成されている｡また,
いくつかの水銀耐性オペロンを含むトランスポゾンが見つけられており,
プラスミドもトランスポゾンも水銀耐性遺伝子情報の水平伝達を担ってい
るものと考えられている｡これまでに解析のなされた水銀耐性オペロンの
構造のいくつかを図1に示す1)2)3)4)5)6)0
これらには共通の構造とそれぞれの水銀化合物種に対応して必要とされ
る特異遺伝子がみられる｡例えば,これまで解析された何れの水銀オペロ
ンにおいても転写制御遺伝子であるmerRと,水銀の最終的な無害化に
関与する水銀1)ダクタ-ゼの遺伝子であるmerAが必須遺伝子として
配置されている｡これに対して有機水銀を無機水銀に変換することに関与
する有機水銀分解酵素の遺伝子であるmer B,および水銀の膜透過性に関
与すると考えられるmerCと転写制御のために必要とされると考えられ
第2の制御遺伝子と考えられるmerDなどは各細菌によって持つものと
持たないものとがあり,細菌の生存する環境においてどのような水銀化合
物種に曝されたかによってオペロン構成が変化し多様性を与えたものと考
えられる｡水銀イオンの細胞膜透過に関与するタンパク質をコードする遺
伝子については, merCの他にmer Tが知られている｡これまでのとこ
ろ, merCとmer Tは同一の機能を持つ遺伝子でありながら水銀結合ド
メインを除いて殆ど相同性がなく,これが遺伝子型の地域特異性すなわち
endemismの例になるかどうかについて注目されるところである｡これら
の他に,細胞外の水銀を膜透過タンパク質であるMerTに伝達するペリプ
ラズムのタンパク質であるMerPが多くの例で知られている｡したがって
merオペロンの遺伝子として現在までに機能が知られたものだけで少な
くとも7つが存在することたなり,それぞれのオペロンでは遺伝子の数お
よび配列順序,位置,が微妙に変化するだけでなく,各オペロンの対応遺
伝子間の塩基配列も宿主微生物によってある程度相同でありながらある程
度変化している｡
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水俣BacillusとボストンBacillusの遺伝子の相同性
殆どの日本人が知っているように,水俣湾は水銀汚染による大規模なメ
チル水銀中毒事件が起こった場所として有名である｡チッソ水俣工場から
の水俣湾への水銀の放出は1932年から1971年にかけてなされ,総量とし
て約82トンの水銀によって汚染されたと見積もられている｡汚染された
水俣湾の底質の水銀汚染はこの底質が汝深除毒される前の1974年の状態
で図2に示すよ'うなものであった7)｡現在,渡深除去によって底泥の最大水
銀濃度は7mg/L以下に減少したが,その代わりに水俣湾には水銀を含ん
だ巨大な埋め立て地が誕生した｡
この渡漠前の水俣湾の底泥から多くの水銀耐性微生物が分離されている
が,それらの殆どはBacillus属の細菌である｡この海域の底質は砂質で有
機物含量が少なくまた好気培養によって微生物を分離したことがその理由
と考えられる｡また,水銀耐性細菌の検出頻度は他の非水銀汚染水域の底
泥中における場合に比較して, 20倍以上の高さであった｡それらの分離
Bacilliを,同様に水銀によって汚染されたボストン湾から分離され水銀耐
立も㍉ ･0Ht｡‖け･了･･声.･,叩.与･｡g
4　㌦Hll Ll7㌦
';㍉4_ ･2,r'ヲ
二二∴ここ∴㌦三･二
rl   ~
7rolt2glfll一%
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･ -L_ : i_.ニ-i = i_/==:三;:-二三三
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図2　抜本的対策がとられる前の(1973年)おける水俣湾の底質中の水銀濃度
(ppm)7)0
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図3　水俣湾底泥から分離された74株の水銀耐性Bacillusのmerオボロンの制
対的位置を示す8)｡
各群に分類できるBacillusの株数をカッコで示した｡AおよびBはmerA
およびmer Bの相対的位置を示す｡
性遺伝子の解析がなされているBacillusと比較して,水銀耐性オペロンの
制限酵素地図の違いや遺伝子の位置や遺伝子の相同性について調べた結果
は以下のとおりであった｡
水俣湾から分離された78株の水銀耐性Bacillusの染色体DNAについ
て,水銀耐性オペロンを含むEco RI断片の制限酵素地図を作成した結果
は図3に示すとおりであった8)｡この結果から知られることは,水銀耐性と
いう一つの表現形質の発弥こ関係する遺伝子であっても,同一地域の同属
の細菌で遺伝子型に多形性がみられることである｡これを,形質のubiqui-
tousと細菌遺伝子の地域ごとのendemismというこれまでの一般化され
た概念では捉えきることのできない,もう一つの生物遺伝情報の存在様式
であると考えることができないであろうか｡確かに,細菌の共通遺伝子で
あるで16SrRNA遺伝子やgγr B遺伝子では同一属の細菌種間である程
度の多形性がみられることは事実である9)10)ll)｡これが細菌種の同定･識別
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図4　水俣湾底泥から分離されたmerオペロン制限酵素地図の異なる7群の水
銀耐性Bacillusの染色体DNAとアメリカ･ボストン湾底質から分離され
た水銀耐性Bacillus (Bacillus sp. strain RC607)のmerオペロンのDNA
プローブとのサザ-ンハイプリダイゼ-ション8)0
(A) Bacillus sp.strainRC607のmerA串よびmerBプローブとのハイ
プリダイゼ-ション
(B) Bacillus sp. strain RC607のmer Aプローブのみとのハイプリグイ
ゼ-ション
に利用される程であるが,生物細胞に毒物耐性を付与するといった特別な
機能に関係する遺伝子あるいはオペロンにもそれが存在することは,遺伝
的交配が生殖にとって不可欠ではない遺伝情報の垂直伝達にもある程度の
ダイナミズムが存在することを示唆しているように思われる｡
一方,上記の水俣湾底泥から分離された水銀耐性細菌と全く地理的に離
れたボストン湾から分離された同一属の水銀耐性細菌の特定の遺伝子につ
いて相同性を比較した結果は,図4に示されるように水俣湾アイソレート
78株中74株がボストン湾アイソレートの水銀耐性遺伝子をプローブとし
てハイブリダイズシグナルを示した8)｡このことは水銀耐性遺伝子がボス
トン湾と水俣湾で相同性を持っており,その遺伝子の共通性はこれらの細
菌が過去において遺伝情報伝達の接点を有していたことを示している｡し
かし,これが細菌遺伝子の成熟細胞間伝達,すなわち水平伝達によるもの
なのか,細菌細胞の自由移動による細胞自身の地理的拡散なのかは断定で
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きない｡
水銀耐性のような重金属に対する耐性形質は地球の生命環境の初期にお
いては絶対的に必要とされたものであったのかもしれない｡もしこのこと
が正しいとすれば,水銀耐性遺伝子およびオペロンは基本的な必須遺伝子
群として地球上の殆どの生物に保持されていたことになる｡その場合には,
今日水銀耐性遺伝子がむしろ例外的にしか生物細胞にみられないのは,過
伝子の地理的空間を超えての伝播ではなく遺伝子の変異や脱落による遺伝
情報の喪失として考える必要がでてくる｡さらにその場合には,研究上注
目しなければならないのは遺伝子間の相同性ではなく,全くハイプリグイ
ズシグナルを示さないような関連性のない同一機能の遺伝子の存在であ
る｡それらが起源の異なる別々の生命体に由来するものなのかどうか,そ
れとも同一起源の遺伝子の大幅な変異の結果によるものなのかどうか,さ
らにそれらの遺伝子間の融合や再編成がなされたのかどうかといった遺伝
情報伝達のダイナミズムについては,水銀耐性Bacilliを一つのモデル
ケースとして,今後興味の尽きない研究領域を提供してくれるものと思わ
れる｡
嫌気性環境での水銀代謝の遺伝子について
これまで示してきた水銀耐性遺伝子は何れも好気的環境に生息する細菌
の場合のものである｡嫌気的環境における水銀代謝については,環境工学
上は極めて重要でありながら微生物学的なおよび分子生物学的な研究は殆
どなされてきていない｡一方で,上記のような生命の初期の環境からいえ
ば,嫌気性細菌に水銀耐性などの重金属耐性が付与されていなければ,こ
のような遺伝子の進化と地球上での拡散はなされなかったと考えられる｡
その意味でも,水銀耐性嫌気性細菌を水銀耐性の発現形質と遺伝子型に注
目して調査し解析するこは,特に好気性細菌のそれとを比較することに
よって遺伝情報の保持の機構と伝達のダイナミズムを知る上で必要である
と考えられる｡
嫌気性環境における水銀の細菌による変換は図5に示したようになると
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推定される｡ここで最も問題とされるのは無機水銀のメチル化と硫化物の
生成による不溶化によってなされる蓄積である｡嫌気的な環境のメチル水
銀の生成は,メチルコバラミン(メチルVB12)との化学的な反応過程でな
されることが知られている12)｡これはVBlZ産生能を持つ微生物によって
なされることも証明されており,メチル化された水銀(特にジメチル水銀)
が気化能力を持つことから,嫌気性細菌による水銀に対する耐性機構の-
っになることが推定されている13)｡しかし,その結果としてなされる水銀の
メチル化は,生態系における食物連鎖による水銀の生体濃縮の出発点にな
り,水俣病のような大規模なメチル水銀中毒事件の主原因となる｡嫌気性
細菌による水銀の還元反応についてはまだよく調べられていない｡著者ら
が最近行った研究では,水銀濃度の高かった時代に採取され保存されてい
た水俣湾の底泥から水銀耐性の嫌気性細菌であるClosioridium属の細菌
が多数分離され,これらが2価の水銀イオンを金属水銀に還元するかまた
はメチル水銀として気化することが明らかとなった｡まだ遺伝子の比較解
析が完了していないが,もしこれらの嫌気性細菌の水銀耐性遺伝子群が好
気性細菌の水銀耐性オペロンと相同性があるならば,絶対嫌気性と好気性
酸化(?)
HgO† i二二と　THS'2k.T
s2-　連声化,I
(cH3 H9)2SJ
(メチル化) (VB12の関与)
ー"g'S↓ ｡Hl'cVg↑ 《≡…買,%t這去る
S2-1__　′CHf9+
《完全気化による
高レベル耐性の
発現》
図5　嫌気的な環境における細菌による水銀化合物の変換と水銀耐性の形質発現
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という生物を特徴ずける遺伝情報の構造が完成される以前に,水銀耐性の
遺伝情報は生物界に拡散し定着していた可能性がある｡またこのことは,嫌
気性界と好気性界でも自由に遺伝子が交換されるという遺伝情報伝達の水
平伝達のダイナミズムの大きさを示すことにもつながると思われる｡逆に,
嫌気性細菌の水銀耐性遺伝子とこれまで明らかにされてきた好気性微生物
のそれとの間に大きなギャップが見られるならば,地球環境の形成の時間
的経過に伴う生物の遺伝情報の新たな発生を示すものなのか,異なる環境
において遺伝子情報が独自に進化したことを示すものなのかといった新た
な課題を提起することになると考えられる｡
P-type ATPaseにみられる生物界を超えての遺伝情報伝達
真核生物,原核真性細菌といった生物界を越えての遺伝情報の共通性は
=　:ど
u)　u)
図6　細菌のカドミウムイオン排出ATPase (A)とヒトMenkes病鋼イオン
ATPase (B)の類似性14)0
図7　これまで知られている細菌のP-type ATPaseと真核生物のP-type
ATPaseのアミノ酸配列の相同性による系統樹14)0
すでにいくつかの例で明らかにされている｡そのような例の一つとして,坐
物細胞膜の陽イオン輸送ポンプとして機能しているP-type ATPaseにつ
いて以下のような共通性が明らかにされている｡ P-type ATPaseの名称
は,イオンポンプとなるタンパク質中の保存されたアスパラギン酸残基が
陽イオン輸送の際にATPによってリン酸化されるという共通性に由来し
ている｡最近P-type ATPaseであるカドミウム耐性グラム陽性細菌の
(siaPhyl()coccus aureus)のカドミウムイオン輸送ポンプとなるCadAタン
パク質と,同じくP-typeATPaseであるヒトのMenkes病(先天性銅欠
乏症)の原因となる鋼イオンATPaseの構造が,図6に示したように重金
属イオン結合ドメインの数を除いてよく似ていることが明らかとなっ
た14'｡また,重金属イオンに限らず他の陽イオンについてもP~type
ATPaseの類縁関係が図7のようにまとめられている14'｡したがって,様々
な遺伝情報の真核および原核生物界での拡散は当然おこるべくしてなされ
たものと考えなければならない｡
しかし,水銀耐性遺伝子は膜輸送タンパク質であるMerCとMerTを除
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いてイオン輸送ではなく還元代謝と分解代謝を発現形質とする特殊な代謝
遺伝子をコードしたものであるoその場合にも上記のような生物界を超え
ての遺伝情報の拡散が可能であったという形跡は現在までのところ得られ
ていない｡したがって,遺伝情報の生物界での伝達は生物細胞の生理的活
性として共通で必須とされれる遺伝的形質であるかどうかによっても,そ
の規模が違ってきたようなことがあったと考えられる｡このように考える
と,遺伝情報の拡散や生物種を越えての伝達は,遺伝的形質によってかな
り広い範囲で幅を持って分布しているように考えられる｡この点も興味の
尽きないところであることは間違いない｡
おわりに
水銀耐性遺伝子という限られた例から遺伝情報の地球的規模での伝達の
ダイナミズムを論ずることは,普遍的な現象の理解という点で完全ではな
いかもしれない｡しかし,この例から知られることは重要な遺伝情報のダ
イナミズムを示唆しているように思われる｡人間の遺伝子にみられるよう
に,特定の遺伝的集団には特定の遺伝子型が存在する｡細菌のように無性
生殖する場合には遺伝子の交配が生殖にとって必須ではないことから,一
般的にいえばこの遺伝型の保存はさらに厳密であると考えられる｡にもか
かわらず,ここで示したような同一環境の同一細菌種における同一機能の
遺伝子においてさえも変化がみられることは, DNAにおける変異と定着
がこれまで言われてきたように環境の条件によって決定されるというだけ
ではなく,微生物個体の内的条件,さらに具体的にいえば個性的生理条件
によっても変化し定着するということを示唆しているように思われる0
そのことと,一方ではボストン湾と水俣湾の地理的隔離を超えて,同一
機能に対応する遺伝子オペロンの拡散がみられる｡さらにP-type
ATPaseにみられる遺伝子の相関性は,生物の門や綱･目･科といったさ
らに上位の分類レベルを超えて遺伝情報が生物間で拡散した形跡としても
考えることができる｡このようにみていくと,かなり多くの遺伝情報の拡
散経路が生物界･自然界には存在しているといえるのではないだろうか｡こ
‖ilaI
のようなことも含めて,遺伝情報の伝達と再生産のダイナミズムと定義す
ることも一つの結論ではなかろうか考えると同時に,それらを明らかにす
ることが遺伝生態研究の目標の一つになるのではないかと考える｡
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共生微生物のDNA再編成と遺伝子
伝播
南沢　　究*･伊沢　　剛**
1.はじめに
遺伝生態情報という領域を考える場合,コンピューターを利用した生物
の情報科学だけでなく,生物自体が生態系で行っている遺伝情報のやり取
りにも注目する必要があるであろう｡生物進化の過程でダイナミックな遺
伝情報の交換が行われていたことは,約18億年前に細胞内共生をしたとさ
れる原核生物の遺伝子の一部が真核生物の核染色体に移行したことを見て
も明らかであろう｡
一方,地球上の生物多様性は,様々な変異の集積が原動力となって,自
然選択による適応的な進化によって生成された｡近年,この生物多様性を
生みだす変異は,単なる突然変異だけでなく,遺伝的組換えや転移因子な
どが深くかかわっていたと考えられている｡たとえば,最近社会問題に
なっている病源性大腸菌は赤痢菌のベロ毒素生産遺伝子がファージによっ
て大腸菌染色体に組み込まれたものである｡このような遺伝子伝播は,進
化的な時間スケールよりもっと短い時間で起こっているこ･とが, 1960年代
から始まった抗生物質耐性プラスミドの研究で分かってきた｡日本人の患
者の赤痢菌から分離された伝達能をもつ多剤耐性プラスミド(R-factor)
がそのきっかけであった｡また, 1950年代に,日本で分離された
Pseudomonas putida mt-2株から分離されたトルエン分解能を付与する
TOLプラスミドの発見をきっかけに,分解系プラスミドや分解系トランス
'東北大学遺伝生態研究センタ一･日茨城大学大学院農学研究科
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ポゾンの研究が始まった1)0
これらの研究は,本冊子の津田と遠藤の話題にもあるように,微生物が
種を超えて形質を容易に水平伝達させ,環境変化に適応できることを示し
ている｡しかしながら,抗生物質耐性やトルエンなどの人工化学物質の分
解は,一種の選択マーカーであり,これらの性質を持った微生物の出現は
これらの化学物質の選択圧の下で生じた適応進化とみてとれる｡このよう
な人工化学物質や抗生物質の使用が始まる前にも,他の遺伝子や表現型を
含めて遺伝子の水平伝播は環境中で当然起こっていると考えられる｡抗生
物質耐性や人工化学物質の分解以外の遺伝子についても水平伝達が起こっ
ていることを示す分子進化学的な証拠は多数ある｡しかし,抗生物質耐性
遺伝子のようなダイナミックな水平伝播過程であることを実証的に明らか
にした例は見当たらない｡
2.根粒菌の遺伝子水平伝達の状況証拠
根粒菌は,マメ科植物の根に細胞内共生器官である根粒を形成し,窒素
固定を行うグラム陰性の細菌である｡分子状窒素をアンモニアに変換する
窒素固定酵素ニトロゲナーゼをコードしている窒素固定(mf)遺伝子は,
水平伝達によって微生物界に拡散したのではないかと考えられた時期ち
あった｡一方､ニトロゲナーゼは還元的原始地球環境においてシアンの解
毒や窒素分子を利用した呼吸に関与していたancient enzymeだと考え,
mf遺伝子は大部分の生物で進化の過程において脱落したが,現存する窒
素固定生物のmf遺伝子はこの脱落を受けずに系統進化に沿って垂直伝
達してきたという説もある｡厳密な分子進化学的な解析により,放線菌や
らん藻のmf遺伝子はProteobacteraからの水平伝達によって獲得され
たことが示されたが,その他は特に水平伝達であると言い切るだけの証拠
は得られなていない2)0
一方,根粒形成遺伝子では状況がかなり異なる｡複数の研究者が,根粒
形成に関わる遺伝子(nodgene)と蛋白質合成装置の部品である16SrRNA
のシークエンスによって得られた樹系図の矛盾を兄い出した｡つまり,nod
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図1圃場生態系における根粒菌共生遺伝子の生態
geneは16SrRNAのシークエンスで示された系統関係を反映していない
ことより,水平伝達している可能性が高いことを指摘した2~4)｡共生に関わ
る遺伝子の所在は,大部分のRhizobium属ではSymプラスミド上に,
Bradyrhizobium属では染色体上に存在している｡ Segoviaら5)は,土壌中
のインゲン根粒菌およびそれと類似した土壌細菌を調べることによって,
Symプラスミドがない根粒菌が, Symプラスミドを持っているインゲン
根粒菌の40倍も存在していることを明らかにした｡さらに,Symプラスミ
ドがない根粒菌にSymプラスミドを導入したところ,インゲンに根粒を
形成した(図1)｡また, Sullivanら6)は,染色体に共生領域があるロータ
ス根粒菌を処女地に接種して7年間栽培を行った後に,接種菌と異なる
16SrRNAシークエンスを示す別の土壌細菌が,接種菌と同じ共生領域
(105kb以上)を染色体上に持っていることが分かった(図1)｡これは,接
種菌の染色体上の共生領域が接種菌から他の土壌細菌の染色体に水平伝達
したことを示している｡
3.ダイズ根粒菌でも水平伝達が起こりそうな二つの理由
ダイズ根粒菌でも水平伝達が起こりそうな二つの理由がある｡一つは,挿
入配列(IS)の介在したDNA再編成を起こしたと考えられるダイズ根粒菌
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表1ダイズ根粒菌超反復配列保有株(HRS株)の挿入配列
NJIme　Length TIR* Source HomoIogoL)S SeqL)enCe Copy number+*
(kb) (bp)　　　　　　　　　　　　　　　　Nijg■b Tohchi Normal
RS(いtyPe (lS･Like sequellCeS abundant in Niig&tA-tyFK HRS isobtes)
Its(I l･2　5/5　NK5　8.jLpnicAlnI RSO High　lJOW Very)oy
lSIH4^　1.4　21/25　NK5　　M.smegntdLis IS6120　　High Loy Verylow
T.fenxi血hS IST2
1SB27EF　　2･7 17/23　NC32a R.LegJLnu'nosdnLnZ lSRl1 Iligh Low Verylow
FKI O･8　-　　NK5　P･ceLWC由tS401　　　Higb Low VeryLoW
FK2　　　0･8　･　NK5　J4.Lunle/aliens IS866/　ttigh LOW Veryloyr
A. LzLme/ociens lS 1 131
RSβ -type(IS･like sequences AbundaTtt in HRS isohtes)
RSβ　　1.4　17/22　T2　　　　　　None High High VeryJow
]SB20　　2.0　22/26　T2　　B.jqLNMicAInl 123 HRSl fTigh Iligh Verylow
ISB27人　　2･7　43/55　T2　　　　　　None rligh rligb VeryLow
*TTR,Length or terminal inyerted repeat. …Niigata And Tok別:hi indicate tlRS isohtes
DNA rearrangements
占≒童}･._L一･･.品
RmS_諾takb m dOkb ml這sTbeご
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図2　超反復配列保有株におけるトランスポゾン構造
が圃場に生息していることである｡これらの株は挿入配列のコピー数が極
端に高くなっているので,私達は超反復配列保有株(HRS株)と呼んでい
る719)｡表lには,ダイズ根粒菌に存在している挿入配列の種類とコピー数
の程度を示した｡共生領域のマッピングやスナップバック解析(Ohtsubo
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98% Homology of whole 16SrRNA sequence
図3 16S rRNAの全長シークエンスにより措いたダイズ根粒菌と近縁な土壌細
菌G14003-G14130は草地細菌群集から単離された低栄養細菌
演)などにより, DNA再編成を起こした超反復配列保有株のゲノムには,
図2に示すようなトランスポゾン構造が多数存在していることが明らかと
なった｡もし,共生領域が中央のスペ-サーの部分にあれば,いわゆるタ
イプⅠ型の複合トランスポゾンの形になるので,超反復配列保有株は圃場
生態系で共生遺伝子の水平伝達の供与体になる可能性が考えられた｡
二つ目の理由は,土壌中にはダイズ根粒菌とよく類似した予備軍の細菌
が存在しているようなのである｡服部と斎藤らは,草地土壌から単離され
た低栄養細菌11株の分類を行ったところ,いずれもダイズ根粒菌Brady-
rhizobium j'aponicumに近縁な細菌であることが分かった10).低栄養草地
単離細菌の代表株4株の16S rRNA全シークエンスによ一り描いた進化系
統樹を図3に示した｡草地単離細菌は,ダイズ根粒菌B_ japonicum　と高
い相同性を示し, DNA/DNAホモロジーにおいても,各種の生理試験に
おいても一般に同属異種と理解される範囲であった｡面白いことに,低栄
養草地単離細菌G14130株および水田から単離された低栄養細菌
Agy10mOnaS Oh'gotrophicaは,ダイズ根粒菌B. j'aponicumとハイプリグイ
ゼ-ションするmf hup遺伝子を保有していたoちなみにダイズ根粒菌は
低栄養細菌の仲間に入り,貧栄養条件下でも生育することが可能である｡こ
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れらのデータをSullivanら6)のロータス根粒菌の結果と考え合わせると,
土壌中には,根粒形成(nod)遺伝子をもたないダイズ根粒菌B. }'aponicum
の予備軍,すなわちnod遺伝子を獲得すれば根粒菌に変身できる細菌が生
息しているのでしはないかと考えられる｡
PhcnotyfNB ; NOD +JAA~
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図4　ダイズ根粒菌超反復配列保有株(HRS株)からの根粒形成(nod)遺伝子
の水平伝達実験の戦略
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4.根粒形成(tWd)遺伝子の水平伝達実験
そこで,根粒形成(nod)遺伝子の水平伝達実験を超反復配列保有株を供
与体として行ってみた｡ただし,宿主植物の親和性を利用した選択の方法
を採用したため,共通根粒形成(common nod)遺伝子を削ったB. elkanii
UsDA94deltaNODを受容菌として,図4に示した方法で水平伝達実験を
試みた｡
最終的に,菌を混ぜて低温条件下(4oC, -20oC)で, 2週間インキュベー
ションを行ったところ,図5のように,超反復配列保有株NK5株のnod
遺伝子を獲得した受容菌が得られた｡それらの株の根粒形成能は回復して
おり(表2),また, Nodfactor生産能も回復していた｡これは,低温条件
下で2週間という短期間でnod遺伝子の水平伝達を実験室レベルで再現
できたことを意味している｡こ)の結果の第一の意義は,進化的な時間スケー
ルよりはるかに短い時間(2週間)で,抗生物質耐性や人工化学物質の分解
以外の遺伝子について水平伝達を実証したことにある｡土壌中の根粒菌密
度は宿主植物の栽培によって劇的に増加することが知られており,宿主植
CLJrtI.ML配9.)!SLJL!S粥uE]Eluむ寸JL!SM土SトNL!S9NL!SSNL!S寸NL!SMNL!SNNL!SLZJ!SOZJ!S寸LLlSNLLlS〓｣一S
凸ONV寸60〓V凸S⊃
Nト
SゞN
eNMUN
O〓V凸S⊃
>6VOSn
1bk20.1-山
3.9 kb一一
0.9 kb一寸
図5　ダイズ根粒菌超反復配列保有株NK5株からUSDA 94 delta NODにnod
遺伝子が伝達したことを示すサザンハイプリグゼ-ション｡
プローブはUSDA llO株のcommon nod遺伝子を用いた｡ nod遺伝子を
獲得した株はSir 12, Sir21, Sir 27, Sir3, Sir 9である｡
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表2　超反復配列保有株B. japonicum NK 5株のnod遺伝子を
受け取ったB. elkanii USDA 94 delta NODの根粒形成
Nodule number/pJant SJZ:e Of nod
14DAI　　　25DAlhy brld 1 ZlallOn H
Control
U SDA94de 1 taNOD
Sir3
Sir9
Sir 12
Sir21
Sir 27
USDAl 10
NK5
0　　　　　　0　　　　　　NS
 0 NS
6.9　　　　　7.1　　　10.2 kb
0
5.0
0
6.7
0 NS
5.5　　　10.2 kb
0 NS
6.6-　　　10.2 kb
3.9 kb
lO.2 kb. 0.9 kb
'Sira(ro was used as a host plant. **The sizes ln kiJobase of hybndIZatl0n
bands specJfic for B･ japonLCLJm nOdDJ YABC genes. Bold figtLTY LndlCateS
the size of hybridization band which linked to nodulatlOn Phenotype, DAJ,
Days after inoculation, NS; No sLgnaJ was detected
物の選択圧は根粒菌の進化の上で重要な役割を果たしてきたと考えられ
る｡このような｢進化｣が短期間に起こりうるということである｡第二の
意義として,激しいDNA再編成を起こした超反復配列保有株(HRS株)が
水平伝達の供与体になるという点である｡図5においてnod領域が再編成
を受けたと考えられる超反復配列保有株NK5株の10.2kbのハイブダイ
ゼ-ションバンドが受容菌に移っていることを支持していた｡ただ,今後
nod遺伝子を獲得した受容菌の解析や通常株ダイズ根粒菌を対象とした
再試が必要であろう｡また,先程のダイズ根粒菌B.japonicumに近縁な低
栄養土壌細菌にnod領域の伝達が同様に起こるのか,遺伝子交換を促進す
ると言われている土壌中の粘土鉱物や腐植の影響1)など,土壌微生物生態
系を意識した検討が必要になるであろう｡
抗生物質が医療に使われ始める前に分離保存されていた病原菌には抗生
物質耐性株が見つからないこと,また,使用されなくなった抗生物質の耐
性株の頻度が減少していくことが知られている11,12)｡したがって,抗生物質
耐性遺伝子トランスポゾンやR-プラスミドによる薬剤耐性の獲得は,本当
に進化と呼べるか否か議論のあるところである11)｡しかし,本稿で紹介した
nod遺伝子の水平伝達をみても,環境微生物の遺伝子水平伝播などによる
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形質の可塑性は一般的な性質であろう｡また,このような可塑性を利用し
た環境微生物の進化生態育種という方向も考えられる｡根粒菌の場合とり
あえず,根粒形成を行う宿主域の拡大がその当面の目標になるであろう｡
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ラン藻全ゲノムの構造解析
田　畑　暫　之
は　じ　め　に
化学法とジデオキシ法という2種類の迅速なDNA塩基配列決定法が
1970年代の後半に発表されてから,約20年が過ぎようとしている｡この間
に,蛍光シークエンサーや周辺機器が普及し試薬,酵素の改良などを含め
た分析技術が改良されることによって,塩基配列が日常的に行われるよう
になった｡また,その一方で,ゲノムセンターなどの専用施設がつくられ,
大規模な配列決定プロジェクトが進行している｡ゲノム決定プロジェクト
としては, 1995年秋にIIaemophilus injluenzae Rd (1.8 Mb)1)の全ゲノム
の塩基配列が報告されてから, Mycoplasmagenitalium (0.58 Mb)2),ラン
i Synechocystis sp. PCC6803 (3.6 Mb) 3), Methanococcus jannaschii (1.7
Mb)4),そして下等真核生物である出芽酵母Sacchwomyces ce71eVisiae (14
Mb)の全ゲノムの構造が次々と決定された｡そして,今後2年の間にさら
に10種類以上の生物のゲノムの全構造が明らかにされようとしている｡こ
れらのプロジェクトから生まれる大量の塩基配列データが現在の生物学を
変えようとしていることは明白である｡本稿では,ラン藻Synechocystissp.
PCC6803を例にとり,この生物の全ゲノム配列データから,ラン藻とはど
んな生物であるか,どうにして生きているかという問いに対してどのよう
な答えを引き出すことができるのかを検討してみたい｡
かずさDNA研究所
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ラン藻とはどのような生き物か
ラン藻でよく知られているのは,夏に富栄養の湖などの水面を緑色に染
めるアオコとよばれるものであろう.水中の無機栄養物を取り込み強い太
陽エネルギーを利用した光合成によって繁殖するMicrocystisと呼ばれる
ラン藻である｡ラン藻は,緑色をしていて光合成を営むという点では緑藻,
紅藻や植物と同等と考えられるが,明確な核構造をもたないという点で原
核生物の特徴を備えている｡ラン藻という名称は,酸素発生型光合成能を
もつ原核生物の総称であり,形態的な面からも,単細胞から多数の細胞が
連結して複雑な形態をとるものまでかなり多様である｡光合成を行うバク
テリアとしては,緑色硫黄細菌や紅色硫黄細菌など光合成バクテリアが知
られているが,これらはH2Sなどを電子供与体として用いるため,副産物
としての02を発生しない｡一方,ラン藻の行う光合成では,植物と同じく
H20を電子供与体として用いるため, 02を発生する｡この酸素発生型光合
成は,光合成バクテリアの光合成系からの進化によってラン藻の祖先が約
27億年前にはじめて獲得した能力であると考えられている｡そして,この
図1ラン藻Synechocystis sp. PCC6803の顕微鏡写真
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能力は後に細胞内共生によって真核藻類や植物へと受け継がれたらしい｡
ラン藻の祖先が営む光合成によって生じた有機物と02は地球の海と大気
に蓄積してゆき,やがてこの有機物を取り込んで酸素で燃焼させることに
よってエネルギーを獲得する従属栄養生物が誕生した｡ラン藻はこれ以後
も光合成の能力を失うことなく,地球上の様々な環境の中で生き続けてき
たと考えられている｡
生物学においては,ラン藻は主として光合成系の研究のモデル材料とし
て用いられてきた｡高等植物では光合成反応が核ゲノムとプラスチドゲノ
ムの両方の遺伝的制御を受けるのに対して,原核生物であるラン藻では単
一ゲノムの遺伝情事削こよって制御されているため,より単純な系での研究
が可能である｡また,一部の単細胞性のラン藻では外部から加えたDNAに
よる形質転換が可能であり,様々な遺伝子工学的手法を用いることができ
ることもラン藻の有用性を高めている5)｡このような状況のもと, 1996年2
月に単細胞性ラン藻Synechocystis sp. PCC6803 (以下PCC6803) (図1)の
ゲノムの全塩基配列が決定され,独立栄養生物がもつ全遺伝情報がはじめ
て明らかになった｡
ラン藻ゲノムの構造
PCC6803は約3･6メガベース(Mb)の長さの環状ゲノムをもっている｡
塩基配列の決定作業に先立ち,まずゲノムの物理地図(制限酵素の切断点
地図)が作製された6'oさらに,ハイプリダイゼ-ションによって既知の遺
伝子を物理地図上にマップした物理･遺伝子地図が作られた7) (図2)｡これ
を,現在までに報告されている他のラン藻Anabaena sp. PCC71208), Syne-
chococcus sp･ PCC70029), Synechococcus sp. PCC630110)の物理･遺伝子
地図と比較してみると(図2),ゲノムサイズ,共通に含まれる遺伝子の相
対位置が全く異なることがわかる｡これは,進化の過程で種が確立する間
にゲノムの再編成や遺伝子の混合(shuming)が起こったことを示唆してい
る｡ただし,リボソームRNA遺伝子群は2コピーで全てに共通している｡
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図2　ラン藻の物理･遺伝子地図
synechocystis sp･ PCC68037) Anabaena sp･ PCC71208), Synechococcus sp･
pcc70029', Synechococcus sp･ PCC630110'の物理･遺伝子地図を比較したo
(各参考文献より引用改変)
塩基配列の決定と配列データの分析
pcc6803の約3.6Mbの環状ゲノムは,107個のコスミドクローン,15個
のラムダベクタークローン, 17本のダイレクトLong PCR産物でカバー
された｡そして,各クローンに含まれるゲノムDNA領域の塩基配列が
ショットガン法によって決定され,これらをゲノムの物理地図にもとづい
て連結することによって, PCC6803ゲノムの全塩基配列(全長3,573,470
bp)が決定された｡
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ゲノム上のある領域が遺伝子(この場合にはコード領域)であるかどう
かを決めるためには,その領域が転写翻訳されていることが確認されなけ
ればならず,しかも正確な開始点,終止点の情報も必要となる｡従って,全
ゲノムの塩基配列がわかったとしても,どの領域が遺伝子であるかを正確
に決定することは容易ではない｡ PCC6803では, Open Reading Frames
(ORF)の類似性検索,コンピュータープログラムによる予測,遺伝子産物
の直接構造決定の3種類の方法を組み合わせて遺伝子領域の推定が行われ
た｡
ORFの類似性検索では, 50アミノ酸以上に対応するORFを全てリスト
アップし,各々の翻訳アミノ酸配列について国際DNA翻訳データベース
を検索する｡類似性が高い場合には,その領域がある機能をもった遺伝子
であることが推定できる｡ PCC6803ゲノムの解析では,この方法で, 1,742
個(全体の55%)の遺伝子領域領域を推定した｡ただし,データベースに
遺伝子として登録されているものが全て上記の遺伝子の条件を満たしてい
るものではないことは記憶しておかねばならない｡
コンピューターのコード領域予測プログラムは,タンパク質をコードす
る領域とそれ以外の領域の塩基の並び方の違いを見つけだして;~ゲノムの
塩基配列からタンパク質をコードする可能性が高い領域を予測する｡
図3　Synechocystis sp. PCC6803のCalvin-Benson- cycle
各ステップに関与する酵素遺伝子のORF名を示した｡ *はPCC6803で既
に報告されているもの｡
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pcc6803では, GeneMarkという予測プログラムによってゲノム上に
2,882個のコード領域が予測された11'｡コンピュータープログラムによる予
測は,類似性検索で対応する既知遺伝子が兄いだせなかった場合に有効で
あるが,得られる結果はあくまで確率的な予測である｡
以上の2種類の解析は,大量塩基配列の解析で一般に用いられている方
法であるが, PCC6803の場合には遺伝子産物(タンパク質)からのアプロー
チが併用された｡細胞の可溶性タンパク質を電気泳動で分離し,ゲルから
抽出したタンパク質の部分アミノ酸配列を分析して,これから逆潮訳した
DNA配列をもとに全ゲノム配列を検索する｡ PCC6803では約100種類の
タンパク質のN末端配列を決定し,対応する遺伝子領域を同定した12)｡こ
れらの領域は遺伝子である可能性が極めて高いといえるが,この方法で全
遺伝子領域を決定することは,技術的に困難である｡
以上の3種類の解析法によって, PCC6803のゲノム上には3,166個のタ
ンパク質遺伝子領域があることを推定した｡しかし,この数はあくまで現
時点の推定数であり,今後の研究によって変わりうるものである｡
塩基配列の分析から何がわかったか
pcc6803のゲノム上に推定した3,166個の遺伝子のうち,データベース
に登録済みの遺伝子と類似性を示したものは1,742個(全体の55%)であ
り,そのうち機能が推測できるものは1,402個,残りは他の生物由来の機能
不明な推定遺伝子に類似性を示したものであった｡表1はこれらを機能別
分類に基づく15のカテゴリーに分類したものである｡
ラン藻の特徴なカテゴリーは光合成(Photosynthesis and respiration)
で,ここには138個の遺伝子が分類されている｡なお光合成と呼吸は一部
の遺伝子産物を共有しているため,光合成と呼吸に関与する遺伝子の両方
がここに含まれる｡このうち約半数はPCC6803ですでに報告されており,
残りの半数が他生物由来の光合成関連遺伝子の相同遺伝子として同定され
たものである｡これらを既知の反応経路にあてはめてみると,各ステップ
に関与している遺伝子が浮き彫りにされるため全体像を理解する上で大き
な助けになる｡例えば,暗反応のサイクル(Calvin-Benson cycle)に
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PCC6803の遺伝子をあてはめてみると(図3),サイクルの各ステップに関
与している遺伝子が網羅されていることがわかる｡もし,抜け落ちた部分
があった場合には,それが機能不明の遺伝子群の中に含まれているか,あ
るいは新たな反応経路が存在する可能性を示している｡
PCC6803ゲノム全体のもう一つの特徴としては, tRNA遺伝子を含め
て,植物の核,プラスチドにコードされる遺伝子との相同性を示すものが
多いことである｡これは,細胞内共生によって真核細胞に取り込まれた後
の遺伝子の相互交換の可能性を強く指示するデータであるといえる｡
これ以外にも,全ゲノムの網羅的な解析の結果得られた興味深い知見に
ついては枚挙にいとまがない｡以下にその幾つかを紹介する｡まず,
PCC6803はセンサー･レギュレーターからなる環境応答系(two compo-
nentsystem)を多数もっていることが明らかになった｡ Twocomponent
systemはバクテリアのみならず一部の真核生物でも報告されている環境
応答に関する情報伝達系である13)｡この系では,センサータンパク質,レ
ギュレータータンパク質の2種類のファクターが環境の変動に応答してリ
ン酸化を介した情報伝達を行うことによって,遺伝子発現が制御される｡こ
れらの遺伝子がPCC6803ゲノム上に80以上存在することは,ラン藻が外
部の環境変化に対応する高い能力を備えていることを示唆している｡
ABC transporters familyは糖,ペプチド,アミノ酸,金属イオンなど
親水性低分子の細胞膜通過に関与するタンパク質で,原核生物,真核生物
の両方で報告されている14)｡ PCC6803ゲノムでは, ABC transporters fam-
ilyの遺伝子が54個見つかった｡その多くは親水性低分子の膜通過に関与
すると考えられるが,類似性からのみではどのような分子の輸送に関わっ
ているのかを特定すること1ま難しい｡現在までに, sll1599 (mntA)がマン
ガンtransporterのsubunitの一つであることがわかっているが,他の
ABC transporters familyについては機能がまったく不明である｡このう
ちslrOO75は,3種類の藻類のプラスチドゲノムに共通にコードされている
ycf25に高い類似性を示す｡この点は,プラスチドへの分子輸送機構との関
わりを解析する上で重要な意味をもつかもしれない｡
PCC6803ゲノムのもう一つの特徴は,挿入配列(Insertion Sequence:
130
IS)がゲノム上に多数散在することであろう｡ ISは大腸菌をはじめ様々な
生物で報告されており,遺伝子内に転移し突然変異を誘発したりIS間の
組換えによってゲノムの構造変化を引き起こすことが知られている15)0
PCC6803では, 9種類のISがゲノム上の77箇所に散らばっており,しか
もその半分以上が欠失,塩基置換などによって構造変化を起こしているこ
とがわかった｡
SynechocysEis sp. PCC 6803
3,573,470 bp
3,166遺伝子
｢
○
Haem ophi/us in rIuenzae
Rd
1,830,137 bp
1,680遺伝子
Mycoplasma genitalium
580,070 bp
468遺伝子
図4　Synechocystis sp. PCC6803, HabmoPhilus injluenzae Rd, Mycl)plasma
genitalium各ゲノムのサイズと推定遺伝子数
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ラン藻はどれくらいユニークか
PCC6803のゲノムの特徴は,他の生物のゲノムと比較することによって
も知ることができる｡現在までにラン藻を含めて4種類の原核生物と1種
類の下等真核生物のゲノムの全構造が決定されている｡以下に, PCC6803
の遺伝情報を2種類のバクテリアH. inPuenzae Rd及びM.genitalium
と比較した結果を簡単に紹介する｡ H. injluenzaeは系統的には大腸菌に近
いバクテリアであり,ゲノムサイズは1,830,137bp,推定遺伝子数は1,680
個である｡これに対して, M. genitaliumは動物の体内で増殖する特殊なバ
クテリアであり,ゲノムサイズ,推定遺伝子数は580,070bp,468個とかな
り小型である(図4)｡
表1　　　　　　　　　　　　PCC6803 vs H. l'njluenzae Rd vs M, genifalium
Amino acid biosynthesis　　　　　　　84
Biosynthesis of co factors, pro-　　　108
sthetic groups, and carriers
Cell envelope　　　　　　　　　　　　64
Cellular processes　　　　　　　　　　68
Central intermediary metab0-　　　　31
1ism
Energy metabolism　　　　　　　　　86
Fatty acid, phospholipid and　　　　35
sterol metabolism
Photosynthesis and respira-　　　138
tion
Purines, pyrimidines, nu･　　　39
cleosides, alld uncleotides
Regulatory functions　　　　　　　　135
DNA replication, restriction,　　　49
modification, recombination,
and repair
Transcription　　　　　　　　　　　　24
Translation　　　　　　　　　　　　　　　1 44
Transport and binding pro-　　　158
teins
Other categories　　　　　　　　　　248
Hypothetica1　　　　　　　　　　　　340
63.10%　　　　　1.19%
31.48% 　　　　2,78%
39･06%　　　.¢00%
39.71%　　　　　27.94O/.
51.61% 　　　　　3.23%
41.86%　　　　　22.09%
57.14% 　　　　　5.71%
15.22% 　　　　　6.52%
66.67% 　　　　23.08%
28 89%　　　　　2.22%
69.39%　　　　　34.69%
83 33%　　　　　45.83%
77.78%　　　　　56 94%
43.67% 　　　　2().89%
1 0.48%　　　　　　3.23O/.
24 12%　　　　　4.71%
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全ての推定タンパク質遺伝子の翻訳アミノ酸配列をもとに3種類の生物
ゲノムについて相互検索を行った結果, PCC6803の遺伝子のうち20.04%
がH. injluenzaeと, 7.23%がM. genitaliumの遺伝子と類似性を示した｡
これらの多くは,原核生物としての基本的な生命活動に必要な遺伝子に相
当すると考えられる｡これらを機能別に分類したものを表1に示した0
DNA複製,転写,翻訳など基本的な生命活動に必要なタンパク質を含むカ
テゴリーでは,保存されている遺伝子の割合は他のカテゴリーに比べて高
い｡また,これ-とは逆に,他の2種類のゲノムで保存されている割合が少
ないカテゴリーには,ラン藻にユニークな遺伝子が多く含まれていると考
えられる｡
これから何ができるのか
3,573,470bpの塩基配列に担われた遺伝情報は膨大である｡単なる塩基
配列やアミノ酸配列の山からは,有用な情報を引き出すことはできない｡こ
れらの情報を研究者が個々の研究に役立てられるような形に整理すること
が必要である｡国際データベースには塩基配列とアミノ酸配列は登録でき
るが,それ以外の情報を組み込むことはできない｡従って, PCC6803のみ
ならず他のゲノムの場合でも,WWWサイト上で多彩な解析データや解析
ツールが準備されている｡ PCC6803のデータベース(CyanoBase:http://
www/kazusa.or.jp/cyano)のホームページを図5に示した｡このサイトで
は, Synechocystis sp. PCC6803の系統学的な解説から,ゲノムの物理･遺
伝子地図,それにリンクした詳細な遺伝子地図,そして各遺伝子の塩基,ア
ミノ酸配列データなどへとリンクしている｡また,塩基,アミノ酸配列や
解析情報を集計したファイルをftpにより提供している｡さらに,キーワー
ドサーチや類似性検索用のエンジンも準備されている｡従って,通常の解
析作業であればWWWサイト上でその大部分を行うことができる｡ちな
みに, H. injluenzae Rd及びM. genitaliumのデータは, The Institute for
Genomic Research (TIGR)のホームページ(http ://www. tigr. org/)
にリンクした各ゲノムデータベースで提供されている.
今後数年の間に, 20種類を越える生物のゲノムの全構造が次々と明らか
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図5　ラン藻SynechoCystis sp. PCC6803ゲノムのデータベースCyanoBaseの
ホームページ
なると予想されている｡これらのデータを個々の遺伝子機能の解析の基礎
データとして使うことは当然である.しかし,これだけ大量のデータを手
にした時,まず生物を一つ'の大きなゲノム全体として認識し,さらにその
全体を他の生物の全体と比較するようなより高次の発想に基づく生物学が
生まれるべきであろう｡そのためには,コンピューターを多用することを
含めた新たな方法論の開発や,それに対応できる新たな研究者の養成が必
要である｡
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土壌の腐生性細菌から見たゲノム
研究と遺伝生態研究の接点
宮下　清貴･藤井　　毅･小川　直人
微生物生態学の分野でも,分類や検出に分子生物学的手法が日常的に使
われるようになってきている｡微生物は環境に最も依存した生物といえ,環
境条件によってその形態,代謝等を大きく変える｡そうした環境適応の幅
の広さとそれを支えているメカニズムの複雑さは,とても単細胞の単純な
生物とは思えない｡微生物のこのような生物としての仕組みを理解するた
めに,関連した遺伝子を一つ一つクローニングし,解析が行われる｡ゲノ
ム研究は,こうした時間のかかる作業を飛躍的に進めることが期待される｡
ここでは微生物生態の研究とゲノム研究の接点について,著者の経験から
考えてみたい｡
1. Streptotnyces属放線菌の分類,生態,代謝,ゲノム
a) Streptomycesの分類
Streplomyces属放線菌は,代表的な土壌の腐生性微生物であり,土壌中
ではセルラーゼをはじめとした種々の加水分解酵素を菌体外に分泌し,高
分子物質を分解して利用している｡他方, Streptomycesは,抗生物質生産
菌として有名であり, 2次代謝と形態の分化にその特徴がある｡寒天培地上
で生育させると,栄養物質が周囲に存在するときは,基底菌糸(substrate
mycelium)を基質中(培地中)に伸ばして生育し,栄養物を摂取する(栄
養成長)｡栄養物がなくなると,気菌糸(気中菌糸)を伸ばし,最終的には
気菌糸が分断して胞子(外生胞子)となる｡気菌糸の形成は,基底菌糸か
農業環境技術研究所
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図1 StrePtomycesのライフサイクル
ら転流してくる物質に依存している｡即ち,気菌糸は基底菌糸に腐生して
いるといえる｡また,抗生物質を生産する時期は活発に栄養成長をしてい
る段階ではなく,栄養成長を止めて気菌糸を伸ばす時期であり,形態形成
と2次代謝はリンクしている｡ SlrePtomycesを液体培地で培養すると,一
般には形態の分化は起きないが,抗生物質の生産を開始するのは対数増殖
期の末期,定常期に移行する頃からである｡
Streptomyces属放線菌の生態や分類に関しては,抗生物質の産業利用の
基礎を築いたS.A.Waksmanにより, 20世紀の前半に,膨大な研究がなさ
れている｡
放線菌の属の分類は, rRNAにより系統関係が明らかにされ,化学分類
により同定も比較的容易となった｡しかし, Streptomycesの種のレベルの
分類は,未だに混沌としている｡これは,一時特許のために新種を際限な
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く増やしたつけでもあるが,逆に,世界中の土壌からこれほど集中的に分
離された菌もないであろう.菌株を比べてみると,胞子の形態,コロニー
の色等の目に付く形質や,糖の資化性で違いが見られるが,これらの形質
の違いはいずれも系統関係を反映していないことがわかっている｡従って,
種の基準の鍵となるような形質はなく,種々の形質を調べて数値分類等で
総合的に判断するか,全DNAの相同性を調べるしかないのが現状である｡
ここでも,種をどう考えるかが問題となる｡
b) Streptomyces coelicolorとアガラーゼ
StylePtomyces coelicolorは遺伝的に最もよく研究されている細菌の一つ
図2　Stγ砂tomyces celicolorの遺伝子及び物理的地図(Redenbachら1))0
アガラーゼ遺伝子(dagA)とIS466は9時の位置にある｡
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と言える｡ゲノムは約8,000kbと大きく,1本の直鎖状であることが最大の
特徴である｡最近,整列コスミドライブラリーが完成している1'｡ゲノムの
末端は不安定であり,変異株では末端が欠失したり,環状となったものも
見つかる｡ StreZ'tomycesのゲノムが不安定であることは以前から知られて
ぉり,変異処理をしなくても,培養によりDNA断片の大量の重複や欠夫が
起こる｡また,ゲノムの中央部分で大規模なinversionも報告されているo
s. Coelicolorはコロニーの形態や色を見た限りでは,普通のStrepi0-
mycesであるが,この菌は,寒天を分解する酵素,アガラーゼを生産する｡
このため,この菌を寒天平板培地で培養すると,コロニーの周囲が窪んで
くる.S. CoelicolorはSCPlという大型の接合伝達性プラスミドを持つ｡こ
のSCPlは大腸菌のF因子と同様に染色体に組み込まれ,染色体を可動化
するが,このことが, S. Coelicolorが遺伝学研究の対象となった一つの理由
であろう.染色体上への組み込みはアガラーゼ遺伝子(dagA)の近傍で起
こり,組み込まれた株(NF株)ではアガラーゼ生産能が欠失していた｡大
腸菌F因子の染色体への挿入は,プラスミド上と染色体上に存在している
挿入配列(IS)を介した相同組換えにより起こるが, SCPlの染色体への組
み込みにおいても同様な機構が想定された｡そこで先ず,アガラーゼ遺伝
子を含む断片がクローニングされた｡次に,クローニングされた断片をプ
ローブとして, S. CoelicolorのSCPl+株やSCPr株,それにNF株の全
DNAに対して,サザンハイプリグイゼ-ションを行なった2)｡その結果,
scplの有無により,ハイプリダイズするバンドの数に違いが見られたo
scplはプラスミドとしての存在は知られていたが,長い間物理的に分離
することができなかった｡そこで, SCPlが接合伝達により移った他の
streptomyces株(S.paruulus)の全DNAをラベルし,クローニング断片
(アガラーゼ遺伝子を含む)に対して逆にハイプリグイゼ-ション実験を行
なった｡その結果,約1kbの断片が見出された｡この断片は, SCPl+株に
は3コピー, SCPl一株に2コピー,それにNF株には1コピー,それぞれ
存在していた3'｡次に,この断片がISであることを証明するために,断片
2コピーの間に抗生物質(thiostrepton)耐性遺伝子をはさみ,これを放線
菌の温度感受性プラスミドにつなげ,形質転換してthiostrepton耐性株を
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分離し,実際にこの断片が染色体上に転移していることを確かめた｡その
後,このISはIS466と命名されている｡ (長い間分離されなかったSCPl
は,木梨により線状プラスミドであることが明らかにされた4)｡原核生物で
は初めて発見された線状プラスミドドである｡)
接合伝達性プラスミドとIS,遺伝子の再編成と,こうした現象が種の分
化と関連していることが当然考えられる. S. coeliclorには,系統的に近縁
の株が, S.liuidansをはじめとしていくつか知られている｡そこで,これ
ら近縁の株が,アガラーゼ遺伝子を持つか否かを,培養試験とハイプリグ
イゼ-ション実験で調べてみた｡しかし,標準菌株として保存されている
近縁の10数株の中からは,アガラーゼ遺伝子を持つ株は見つからなかっ
た｡そこで,土壌からの分離株も含めた約1,000株を無作為に選び,同様の
試験を行ってみたが,アガラーゼを生産する株はやはり見つからなかった｡
研究材料として一般化した菌株であればあるほど,その菌株がどこで分
離されたかは意識されなくなる｡文献を遡ってみると, S. Coelicolorは20
世紀初頭にドイツで培養中のコンタミとして,また, 1912年に米国でS.A.
Waksmanにより,当時勤務していたニュージャージーの農業試験場の土
壌より,独立に分離されている｡寒天を分解する性質は,分離当初から現
在に至るまで,この菌の特徴として記されている｡しかし,他の種の記載
には,アガラーゼの生産は見当たらない｡
S. CoelicolorとS. lit,idansはゲノムのAseI断片はほとんど一致してお
り5),この2つの菌株(檀)はさらに細かいレベルで見ないと違いがわから
ない｡アガラーゼ遺伝子近傍の領域が,この2つの株でどう異なっている
のか,このことが, Streptomycesの種の分化を知る上で,木きな情報を与
えてくれるものと考えられる｡
他方,土壌中では基質がないためあまり意味がないと考えられるアガ
ラーゼ遺伝子を, S. Coelicolorがなぜ持っているのか,この点も興味深い｡
ドイツと米国ニュージャージー州で発見されたのは,たまたまの偶然であ
ろうか｡分離された場所では今でも(アガラーゼ遺伝子を持った) S.
coelicolwが多数生息しているのであろうか｡日本の土壌には存在しない
のであろうか｡腐生性微生物の地球上での分散は十分であり,その結果,同
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様な環境では喝球上どこでも同じ種が存在しているのか,それとも腐生性
微生物でも地域毎に特有の遺伝型が発達しているのか,この点は,微生物
生態学の古くからの基本命題であるが,答えは出ていない｡
2. S. lividansのキチナーゼ遺伝子
streptomycesの加水分解酵素のうち,アガラーゼは上記のようにごく限
られた菌株のみが有しているが,セルラーゼ,へミセルラーゼ(キシラナ-
ゼ),ペクテナーゼ,キテナーゼ等に関しては,ほとんど全てのStrept0-
myces株が生産するものと考えているoこれらの酵素は全て誘導酵素であ
り,酵素の基質の存在下で誘導され,グルコースのようにより利用しやす
い基質があると,その生産は抑制される｡
我々はまず, 1株のStreptomycesにより生産されるキチナ-ゼの種類や
性質を明らかにするために,キチン培地で培養したときの培養液中のキチ
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図3　細菌のキチナ-ゼのドメイン構造o左側の数字はアミノ酸残基数をあらわ
す｡
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ナ-ゼの精製を行なった｡しかし,元々多重酵素であり,その上,プロテ
アーゼにより分解を受け,分子量が小さくなったキテナーゼが培養液中に
は多数存在することから,その構成を明らかにすることは容易ではなかっ
たoそこで次に,キチナ-ゼ遺伝子のクローニングを行なった｡ここでは,
S. Coelicolorの近縁種であるS. liuidansを対象とし,セルフクローニング
でキチナ-ゼ生産を増大させる遺伝子をクローニングした｡その結果,3つ
の異なる構造遺伝子(chl'A, chiB, chic)がクローニングされた6). 3つの
遺伝子のうち, chiAとchiBはDNAレベルで500/.弱の相同性を示した
が, chiCはいずれとも相同性を示さなかった7･8).
細菌のキチナ-ゼは,そのアミノ酸配列の比較から,ドメイン構造をとっ
ていることが明らかになってきている8-ll)｡即ち,活性(触媒)ドメイン,
基質結合ドメイン,シグナル配列,それに,真核の細胞外マトリクスであ
るフイブロネタチンタイプⅠⅠⅠリーピーチイングユニット様配列(以下,タ
イプⅠⅠⅠ様配列)である｡活性ドメインはその相同性から,2つ以上のグルー
プに分けられる｡ Streptomyces以外にも,多くの細菌で複数のキナナ-ゼ
(遺伝子)が見つかっている｡また,基質結合ドメインは活性ドメインのよ
うな,細菌の違いを越えた共通性はない｡ちなみに, S. liuidan3-の基質結
合ドメインは, Cellulomonas jmiのセルラーゼの基質結合ドメインと配
列の相同性がある.タイプIII様配列は,渡連らによってBacullus cir-
culansのキテナーゼで見つかった配列であるが9),現在までのところ細菌
で見つかっているのは, BacillusとStylePtomycesのキナナ-ゼと, Cel-
lulomonas jimiのセルラーゼのみである.
これらの結果は以下のことを示唆している｡ 1.細菌のチテナーゼはド
メイン毎に進化し,キメラ構造をとっている｡ 2.活性ドメインは細菌が現
在の種の体系に分化する前にその原形が出来上がり,それぞれの種に分か
れてから種々の基質結合ドメイン組み合わされて,現在のそれぞれのキチ
ナ-ゼが出来上がった｡ S. liuidansの3つのキチナ-ゼ遺伝子は, Stre-
ptomycesの種の分化のかなり早い時期に出来上がり,多くの種に受け継が
れていることが,サザンハイプリグイゼ-ションで明らかになっている｡
植物も複数のキナナ-ゼを生産する.このうち,クラスIIIとよばれるキ
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図4　S. lividansのchiA, chiB, chiCをプローブとし,種々のStγ砂tomyces株
(1-9)に対して行なったサザンハイプリグイゼ-ション｡多くの株が,
chiA, chiB, chiCと相同性の高い遺伝子を持っている｡
テナーゼは細菌のキテナーゼと共通のモチーフを持つが10),植物の他のキ
テナーゼは持たず,植物のこれらのキテナーゼと細菌のキテナーゼとでは
起源が異なると考えられていたoキテナーゼの阻害剤の研究から,細菌の
キチナ-ゼには,阻害剤アロサミジンに感受性のキチナ-ゼと非感受性の
キチナ-ゼがあることがわかっていたが12),渡連らは,非感受性のキテナー
ゼをStylePtomyces griseusよりクローニングして解析したところ,今まで
の細菌のキテナーゼとは相同性が無く,逆に植物のキテナーゼと共通性が
あることが判明した13)｡即ち,今まで見つかった細菌のキチナ-ゼはすべ
て, Henrissatによるglycosyl hydrolaseの分類ではfamily 18であった
が, family19に属するキテナーゼが細菌でも見つかったことになる｡この
ことは, Streptomycesの種の分化とキテナーゼ遺伝子の分布,起源がどう
なっているのか,新たな問題を提起している｡
S. lividansのキチナ-ゼ遺伝子は,基質(キチン)の存在下で誘導され,
グルコース等のより利用しやすい炭素源の存在下で抑制される｡ 3つの遺
伝子は個別に,しかし共通の制御を受けていることになる｡3つの遺伝子の
プロモーター部分には,草通したダイレクトリピート配列が存在している
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ことから,発現を特異的に制御しているタンパク質の存在が考えられる｡現
荏,このタンパク質の精製を進めているが,放線菌の菌体内にはDNA結合
タンパク質が多数存在し,精製は容易ではない｡
放線菌の2次代謝に関しては,発現をグローバルに制御している遺伝子
が幾つか見つかっているが,これらはいずれもpleiotropicな影響を及ぼ
す｡さらに,一つの遺伝子を破壊しても見える形で影響が現れないことか
ら,発現調節に至る経路が複数存在することが考えられる｡また, 1次代謝
と2次代謝の関連も示唆されている｡ 1次代謝, 2次代謝とも,環境条件の
変化を感知して,シグナル伝達が起こり,その結果遺伝子発現に至ると考
えられている｡情報伝達経路の全貌を明らかにするためには,個々の遺伝
子ごとの解析を進めるのが常道であろうが,もし放線菌でもゲノムの全塩
基配列が判っていれば,大きな力となる｡
ところで,一つの種の中の複数のキチナ-ゼであるが, Bacillus cir-
culansでは,クラスターを作っており,一部オペロン構造をとっている｡一
万, S.liuidansのchiA, ChiB, chiCはクラスターは作っていない｡ S.
liuidansの3つのキテナーゼ遺伝子は, S. Coelicolorの全DNAに対して,
強くクロスハイプリダイズする｡両株のゲノム構造は類似していると考え
られ, S. Coelicolorの染色体上の位置を,整列コスミドクローンを用いて決
定する作業を現在進めている｡もし,3つのキチナ-ゼ遺伝子がまとまって
存在していれば,第4のキチナ-ゼ遺伝子や制御遺伝子も近傍に存在する
可能性が高く,今後の研究の進展が大いに加速されることが期待される｡
3.カタポライト遺伝子の発現調節
細菌の汚染物質分解能は,プラスミド上にコードされたり,トランスポ
ゾン構造をとっていることが多い｡遺伝子単位でレプリコンからレプリコ
ンへ,また,菌株から菌株へ移動するため,これらの遺伝子は他の遺伝子
とは無関係に利己的な行動をとっているかに見える｡
芳香族塩素化合物分解では,ジオキシゲナ-ゼの働きで,ベンゼン環に
水酸基が2つついたカテコール構造に変換され,それから開環が起こり,代
謝される｡この,クロロカテコール分解遺伝子群は,今まで見つかってい
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図5　種々の芳香族塩素化合物の分解過程oクロロカテコールに変換された後,タ
ロロカテコール分解遺伝子群により修飾オルソ経路で分解される.
るものは全て接合伝達性のプラスミドにクラスターを形成して存在してい
る｡われわれは, 3-クロロ安息香酸分解菌, AIcah'genes eut710Phusのクロ
ロカテコール分解遺伝子群が,トランスポゾン様構造をとっていることを
初めて明らかにした14)｡したがって,タロロカテコール分解遺伝子群はトラ
ンスポゾンとしてプラスミド上に転移し,接合伝達によりこの菌に移って
きたと考えられる｡両端にある相同なIS様断片を介した相同組換えによ
り,クロロカテコール分解遺伝子群は欠失したり,逆に重複を起こす｡
このタロロカテコール分解遺伝子群の中には,酵素遺伝子とは逆向きに
転写される制御遺伝子が一つ存在し,この制御遺伝子産物が,タロロカテ
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図6　AIcaligenes eutroPhus NH9株で観察された,分解遺伝子群の両端の相同な
IS様配列を介した,分解遺伝子群の重複｡
コールが開環されてできる産物であるクロロムコン酸と協調的に働いて,
分解酵素遺伝子の発現を正に制御している｡必要な遺伝子をすべてワン
セットで揃えているクロロカテコール分解遺伝子群は,レプリコン上の移
動から発現に至るまで,全く独自の行動をとっているかに見える｡
しかし,クロロカテコール自体は自然界に高濃度に存在することはなく,
クロロカテコール分解遺伝子群も,種々の芳香族塩素化合物をクロロカテ
コールまで変換する,分解系路上の上流に位置する遺伝子と結びついて,初
めて意味を持ってくる｡ 3-クロロ安息香酸分解では,染色体上にあるベン
ゾェ-トオキシゲナ-ゼの働きで,タロロカテコールに変換されるo　この
上流の遺伝子とタロロカテコール分解遺伝子の発現がどのように協調して
いるかは,明かではない｡
オランダのライン川の川底から分離されたトリクロロベンゼン分解菌で
は,クロロカテコール分解遺伝子がのっている同じプラスミドの近傍に,ト
リクロロベンゼンジオキシゲナ-ゼの遺伝子(上流遺伝子)が, ISに挟ま
れたトランスポゾンとして存在している15)｡しかし,このトランスポゾンの
中に存在しているのは構造遺伝子だけで,制御遺伝子は存在しない｡この
遺伝子は構成的に発現しているわけではなく,何らかの制御を受けている
と考えられる｡また,分解の中間産物には毒性を持つものもあり,上流の
遺伝子の発現の制御は不可欠である｡同じプラスミド上のクロロカテコー
ル分解遺伝子群の中の制御遺伝子が,上流の遺伝子に対しても働いている
ことが考えられるが,この制御遺伝子の産物は,トリクロロベンゼンオキ
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図7　オランダで分離されたトリクロロベンゼン分解菌のプラスミドo tcbAと
tcbBはトリクロロベンゼンジオキシゲナ-ゼとデヒドログナ-ゼ, tcbC
～FとtcbRはクロロカテコール分解遺伝子群o (VanderMeerら15)より)
シゲナ-ゼ遺伝子のプロモーター部分には結合しなかった｡染色体上のな
んらかの遺伝子により制御されていることが考えられるが,この点に関し
ては不明である｡
クロロカテコール分解遺伝子群は,自由に菌株から菌株へと伝達されて
いるかに見える｡しかし,伝達して機能しうるのは,たまたま分解経路の
上流に位置しうる適当な遺伝子が宿主細菌にあり,さらに上流と下流の経
路が協調的に発言される場合であろう｡また,トリクロロベンゼンオキシ
ゲナ-ゼのように制御遺伝子を一緒に持っていない場合には,代用しうる
適当な制御遺伝子を持っている宿主でのみ機能し,残ることができると考
えられる｡
このように,カタボライト遺伝子のトランスポゾンの実際の宿主範囲は,
宿主の種々の遺伝子により制約を受け,結果として限られたものとなるこ
とが考えられる｡難分解性物質の分解においても,その全体像を理解する
ためには,,関連するすべての経路,遺伝子の解析が重要であろう｡
我々の微生物に対する理解は,その微生物の生態を知る上で,現状では
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極めて不十分と言えるのではないだろうか｡微生物の環境中での行動を理
解するためには,例えば,遺伝子と結びついた代謝や生理の研究が不可欠
である｡複雑な生命現象を対象とした研究において,関連した遺伝子を一
つずつ解析していく作業は確実な情報を与えてくれるが,多大な時間と労
力を要することが多い｡ゲノム解析という,従来とはまったく異なる方向
からの大規模なアプローチにより,微生物に対する理解が飛躍的に向上す
ることが期待される｡
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No. 1*　　植物の系統発生と重力反応
No. 2*　　微生物と光
No. 3*-　水田湛水生態系の新研究(1)
-遺伝情報,エントロピー則から見る-
N.. 4**　トランスジェニック植物およびオルガネラの遺伝子発現
N｡. 5*　　エチレンの生態的役割
N｡. 6*　　植物の光反応機構の解析と変異株
N｡. 7***　土壌微生物アセスメントの背景(1)
-検出･定量の諸問題-
No. 8**　　イネの遺伝子発現と系統分化
No. 9***　生態研究と環境制御
No. 10**　　植物･微生物の光反応
-変異株などを用いた新しい解析法の開発-
No.11*=　水田湛水生態系の新研究(2)
-化学生態学と元素の周期律-
No. 12*　　植物病原体の分子生態学
No. 13*　　土壌環境
-保全と機能の増進-
No.14***　微生物生態と分子生物の接点
-環境適応を中′いこ-
No. 15*　　環境変動と植物･微生物の生活
-紫外線を中心として-
No. 16*　　真核微生物の環境応答と遺伝子発現
No. 17*　　植物の形質発現と環境適応機構
No. 18* *　　植物の系統分化及び遺伝変異の誘導と解析
No. 19**　　窒素固定の遺伝生態
No.20***　遺伝生態の諸問題
No.21日*　臨界環境における植物の生活
No.22*　一°　Plantsin Space Biology
No,23***　遺伝生態情報の可能性
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